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Resumen/Abstract 
Resumen 
 
Evidencias experimentales recientes sugieren que los sistemas transportadores 
de calcio más relevantes en neuronas están compartimentados en microdominios 
focalizados funcionalmente en la membrana plasmática. Por otra parte, estos sistemas 
son dianas para especies reactivas de oxígeno (ROS) y el estrés oxidativo y la alteración 
sostenida de la homeostasis del calcio intracelular en neuronas son características 
comunes en las enfermedades neurodegenerativas de mayor prevalencia. En trabajos 
previos de nuestro laboratorio se ha demostrado que el sistema redox cuya 
desregulación produce sobreproducción de ROS en etapas tempranas de la apoptosis en 
neuronas granulares de cerebelo en cultivo (CGN), forma una red de centros redox 
asociados a los rafts lipídicos en la membrana plasmática.  
En esta Tesis Doctoral se ha estudiado la composición y estructura de estos 
microdominios y se ha evaluado su importancia en la modulación recíproca entre los 
sistemas de señalización redox y los de señalización del calcio en neuronas. Para tal fin 
se han utilizado una amplia gama de aproximaciones experimentales, entre las que 
destacan las de transferencia de energía de fluorescencia (FRET) utilizando microscopía 
de fluorescencia con análisis de imagen de neuronas granulares de cerebelo (CGN) 
fijadas previamente. Se ha confirmado la presencia de los L-VOCC, del NMDAr, de la 
PMCA, del NCX, de la nNOS y de la Cb5R en los submicrodominios asociados a los 
rafts lipídicos, la proximidad o intervalo de la distancia de separación entre ellos, así 
como la estabilidad de los microdominios en situaciones de estrés oxidativo controlado. 
Los resultados obtenidos utilizando western blotting e inmunoprecipitación de lisados 
de cultivos de CGN nos han permitido confirmar las principales conclusiones obtenidas 
en el análisis de FRET de las imágenes de microscopía de fluorescencia. 
Adicionalmente, se han definido los sistemas de transporte de calcio de la 
membrana plasmática más relevantes en el control de la homeostasis del calcio 
intracelular en las CGN maduradas in vitro y se ha estudiado el efecto de la disrupción 
de los rafts lipídicos por depleción de colesterol en la homeostasis de calcio intracelular. 
Finalmente, las proteínas quinasas de mayor relevancia para la regulación de la 
homeostasis del calcio citosólico en las CGN maduradas in vitro han sido identificadas 
utilizando inhibidores específicos de las proteínas quinasas que modulan los sistemas de 
transporte de calcio presentes en los sub-microdominios asociados a rafts lipídicos de la 
membrana plasmática.  
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Abstract 
 
Recent experimental evidences suggest that the major calcium transport systems 
of the neuronal plasma membrane are compartmented in functional and focalized 
microdomains. On the other hand, these transport systems are targets for reactive 
oxygen species (ROS) and oxidative stress and a sustained alteration of the intracellular 
calcium homeostasis in neurons are common features in the neurodegenerative diseases 
with high social incidence. Previous works of our laboratory have shown that the redox 
system whose deregulation leads to an overshot of ROS in the early stages of the 
apoptosis of cerebellar granule neurons (CGN) forms a large network of redox centres 
associated with lipid rafts of the plasma membrane.  
In this Ph.D. work the composition and structure of these microdomains has 
been studied, and their relevance for the cross-modulation of redox and calcium cellular 
signalling in neurons has been evaluated. To reach these goals a wide variety of 
experimental approaches have been used, with particular relevance of fluorescence 
energy transfer (FRET) imaging using fluorescence microscopy after fixation of mature 
CGN in culture. It has been confirmed the presence of the L-VOCC, NMDAR, the 
PMCA of NCX, nNOS and Cb5R on sub-microdomains associated with lipid rafts, the 
proximity or distance interval of separation between them and the stability of these 
microdomains after exposure to controlled oxidative stress conditions. The results 
obtained using western blotting and immunoprecipitation of CGN lysates yielded 
further experimental support to the major conclusions attained in the analysis of FRET 
done with quantitative fluorescence microscopy imaging. 
In addition, the calcium transport systems of the plasma membrane most 
relevant for the control of intracellular calcium homeostasis in mature CGN have been 
defined, and the effect of lipid rafts disruption by cholesterol depletion on intracellular 
calcium homeostasis has been studied. Finally, the protein kinases involved in the 
regulation of cytosolic calcium homeostasis in CGN matured in vitro have been 
identified using specific inhibitors of the major protein kinases that modulate the 
calcium transport systems present in sub-microdomains associated with lipid rafts of the 
plasma membrane.  
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1. Introducción 
1.1. Calcio y estrés oxidativo en neuronas. 
 
El calcio y las especies reactivas del oxígeno (ROS) son agentes de señalización 
intracelulares relevantes y su sincronía permite un fino control de la homeostasis y 
funcionalidad del calcio y de las ROS en los diferentes tipos de células. El calcio 
modula la homeostasis de ROS al regular la generación y los mecanismos de 
eliminación de ROS, tanto en la mitocondria como en el citoplasma. Recíprocamente, el 
control redox de la homeostasis de calcio ocurre en diferentes procesos fisiológicos y 
patológicos a través de la modulación del conjunto de componentes de las vías de 
señalización de calcio y por alteración de las características locales y globales de las 
señales de calcio. Funcionalmente las interacciones entre los sistemas de señalización de 
calcio y de ROS pueden ser tanto estimuladoras como inhibidoras, dependiendo de las 
proteínas diana, las especies de ROS, la dosis, el tiempo de exposición y el 
microentorno celular (Triffaró y Vitale, 1993; Benowitz y Routtenberg, 1997; Berridge 
et al., 2000). 
El estrés oxidativo mediado por una elevada producción de especies reactivas 
del oxígeno y la alteración sostenida de la homeostasis del calcio intracelular en 
neuronas son características metabólicas frecuentes en las enfermedades 
neurodegenerativas asociadas a muerte neuronal (Cassarino y Bennett, 1999; Mattson y 
Chan, 2001; Hidalgo y Donoso, 2008; Gutierrez-Merino, 2008; Lagoa et al., 2009). El 
diagrama de la figura 1 ilustra este punto. Apoptosis y necrosis son las dos principales 
formas de muerte neuronal que se han descrito en el sistema nervioso, y ha sido 
demostrado que alteraciones en la homeostasis del calcio neuronal pueden provocar 
apoptosis en situaciones donde la concentración de calcio citosólica se mantiene muy 
baja de manera sostenida (Franklin y Johnson, 1992; Franklin y Johnson, 1994), o una 
rápida muerte celular por necrosis mediada por la activación de calpainas cuando la 
concentración del calcio citosólico se mantiene elevada de manera sostenida (Choi, 
1988a; Orrenius et al., 1989; Franklin y Johnson, 1992; Gutierrez-Martin et al., 2005; 
Garcia-Bereguiain et al., 2008;. Por consiguiente, la concentración del calcio citosólica 
puede ser considerada como un marcador bioenergético de primer orden para la 
actividad neuronal y para la supervivencia neuronal. 
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Figura 1 – Diagrama ilustrativo del papel central de la homeostasis de calcio intracelular en la 
patogenesis de diferentes enfermedades neurodegenerativas relacionadas con el envejecimiento. 
Varios factores genéticos y ambientales pueden provocar o incrementar el riesgo de desórdenes 
neurodegenerativos. No obstante, cada factor es también responsable de un incremento del 
estrés oxidativo y de alteraciones metabólicas que producen disrupción de la homeostasis de 
calcio neuronal resultando en una disfunción sináptica y muerte celular. Alteraciones en la 
homeostasis de calcio en las células de la glia pueden ocurrir y contribuir a los procesos 
inflamatorios y el daño observado en la materia blanca en trastornos neurodegenerativos 
(adaptado de Mattson y Chan, 2003). 
 
1.1. A. Estrés oxidativo en el cerebro 
 
El estrés oxidativo es una consecuencia del desbalance entre la producción de 
ROS en las células o en sus inmediaciones y su eliminación por las defensas 
antioxidantes, lo que lleva a una acumulación de ROS que pueden generar daños 
nocivos a las células. El sistema nervioso está expuesto a elevados niveles de oxígeno 
que a través de su metabolismo generan ROS, este fenómeno asociado a que los niveles 
de defensas antioxidantes en el cerebro son inferiores a los presentes en otros tejidos y 
órganos hace que el cerebro sea particularmente sensible al daño oxidativo. Las 
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neuronas pueden estar expuestas a ROS generadas tanto intracelularmente como 
extracelularmente, ya que pueden ser producidas por células neuronales y por las no-
neuronales, como microglía o células endoteliales de los vasos sanguíneos. Las fuentes 
de estrés oxidativo más relevantes en el cerebro incluyen: 
- Anión superóxido (O2·-) producido durante la fosforilación oxidativa y por 
las cadenas redox asociadas a la membrana plasmática de neuronas, glía y 
células endoteliales de los vasos sanguíneos. 
- El óxido nítrico (·NO) producido por las óxido nítrico sintasas neuronales 
(nNOS), por las óxido nítrico sintasas del endotelio vascular (eNOS) y por 
las inducibles que se expresan en la microglía (iNOS). 
- El radical libre de ascorbato 
- Peróxido de hidrógeno (H2O2) generado a partir del anión superóxido en la 
reacción catalizada por las superóxido dismutasas (SOD) 
- Peroxinitrito (ONOO-) que resulta de la reacción del óxido nítrico con el 
anión superóxido. 
- Radical hidroxilo (HO·) producido a partir del peróxido de hidrógeno y del 
radical libre de ascorbato en reacciones de tipo Fenton catalizadas por Fe2+ y 
Cu2+  
 
El peroxinitrito es un potente agente biológico oxidante que resulta de la 
reacción rápida de óxido nítrico con anión superóxido, una reacción química controlada 
por difusión debido al elevado valor de la constante de velocidad, ~7 · 109 M-1·s-1 (Huie 
y Padmaja, 1993). Las concentraciones de óxido nítrico y del anión superóxido en 
neuronas pueden alcanzar valores micromolares en condiciones de estrés oxidativo, 
como las producidas en isquemia/reperfusión o inflamación (Milstien et al., 1994; 
Murphy et al., 1998; Ducrocq et al., 1999). Debido a los niveles elevados de las 
superoxido dismutasas (SOD) (5–10 µM) (Beckman, 1994), la difusión del anión 
superóxido en la célula tiene una corta distancia de recorrido antes de ser degradado. 
Asimismo, en estas condiciones, concentraciones micromolares de ONOO– se producen 
transitoriamente en compartimentos celulares donde existe una producción simultánea 
del óxido nítrico y del anión superóxido. Este agente oxidante esta implicado en el 
desarrollo de enfermedades neurodegenerativas, en el daño asociado a situaciones de 
isquemia/reperfusión y inflamación (Iadecola, 1997; van der Veen et al., 1997), así 
como a la excitotoxicidad neuronal (Bolanos et al., 1997; Atlante et al., 2001). Además 
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este potente oxidante puede promover la oxidación y/o nitración de muchas 
biomoléculas, incluyendo residuos de tirosina (originando 3-nitrotirosina), tioles (como 
glutatión y tioles proteicos), DNA y fosfolípidos con ácidos grasos insaturados (Liu et 
al., 2000; Szabo et al., 2007). 
En el sistema nervioso, el anión superóxido es producido como un subproducto 
de la cadena de transporte de electrones mitocondrial (Cai y Jones, 1998; Herrero y 
Barja, 2000; Genova et al., 2001), de la actividad de la xantina oxidasa (Darley-Usmar 
et al., 1995; Atlante et al., 2000) y de la desregulación de la actividad NADH oxidasa 
de la membrana plasmática (Martin-Romero et al., 2002a). Por otra parte, el óxido 
nítrico resulta de la oxidación de la L-arginina por acción de las nNOS (Marletta, 1994), 
pudiendo actuar como agente protector o agente nocivo dependiendo de su estado redox 
(Lipton et al., 1993) y de su origen subcelular (Iadecola, 1997). Este señalizador celular 
ha sido identificado como una molécula importante y altamente versátil del sistema 
nervioso, inmunitario y cardiovascular que es producido por una de las tres isoformas 
de la óxido nítrico sintasa (NOS): nNOS, eNOS y iNOS (Knowles y Moncada, 1994).  
 
1.1. B. Estrés oxidativo y homeostasis del calcio neuronal en el cerebro. 
 
Muchos procesos biológicos de gran importancia para la función neuronal son 
extremadamente dependientes de la concentración del calcio citosólico, como es el caso 
de la secreción de neurotransmisores y la plasticidad sináptica (Triffaró y Vitale, 1993), 
rutas de señalización intracelulares que median las respuestas metabólicas neuronales a 
estímulos extracelulares (Berridge et al., 2000) y desarrollo de neuritas (Benowitz y 
Routtenberg, 1997). El aumento del estrés oxidativo en el cerebro es una característica 
común en los insultos nocivos en el cerebro, como la isquemia-reperfusión o 
inflamación o la lesión de la medula espinal, envejecimiento y neurodegeneración 
asociada con las enfermedades de Alzheimer, Parkinson y Huntington y con la 
esclerosis lateral amiotrófica (revisado en Gutiérrez-Merino, 2008). En la señalización 
por calcio, las ROS pueden estimular o inhibir las diferentes proteínas transportadoras 
de calcio (canales, bombas e intercambiadores). La regulación de esta cadena de 
señalización es, en buena parte, responsabilidad de los compartimientos intracelulares 
responsables del almacenamiento de calcio (mitocondria y retículo endoplasmático) y 
de los sistemas proteicos de la membrana plasmática responsables de su transporte a 
través de la membrana. Numerosos estudios experimentales realizados durante los 
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últimos 10 años han permitido concluir que las especies reactivas de oxigeno (ROS) 
producen una desregulación sostenida en la homeostasis del calcio citosólico neuronal 
conduciendo a muerte celular a través de la activación de las calpaínas (Bizat et al., 
2003; Volbracht et al., 2005; Lagoa et al., 2009). También la entrada de calcio a través 
de los canales de calcio de tipo L activados por voltaje (L-VOCC) tiene un papel muy 
relevante en el mantenimiento de las concentraciones del calcio citosólico dentro del 
intervalo óptimo 70 y 200 nM para la supervivencia y excitabilidad normal (Franklin y 
Johnson, 1994; Gutiérrez-Martín et al., 2005; García-Bereguiain et al., 2008). Estudios 
previos de nuestro laboratorio han demostrado que las alteraciones funcionales de estas 
proteínas por estrés oxidativo o reductivo produce la muerte de las neuronas granulares 
del cerebelo en cultivo por vía apoptótica o por excitotoxicidad, respectivamente 
(Gutiérrez-Martín et al., 2005; García-Bereguiain et al., 2008).  
En las neuronas granulares del cerebelo (CGN) maduradas en cultivo, la entrada de 
calcio por los L-VOCC contribuye con más del 75 % al incremento del calcio en el 
citoplasma medido después de una despolarización parcial de la membrana plasmática 
inducida por el incremento de la concentración de K+ extracelular, y la apoptosis 
neuronal provocada por un medio con baja concentración de K+ puede ser bloqueada 
simplemente con un incremento de la concentración del K+ extracelular (Franklin y 
Johnson, 1992; Gutiérrez-Martín et al., 2005). En trabajos previos de nuestro 
laboratorio se ha demostrado que la sobreproducción del anión superóxido en la 
membrana plasmática es un evento crítico para la entrada de las neuronas granulares del 
cerebelo en la fase irreversible de la apoptosis inducida por una concentración de K+ 
baja en el medio extracelular (Martin-Romero et al., 2002b; Samhan-Arias et al., 2004). 
En un trabajo posterior de nuestro laboratorio se ha demostrado que la producción de 
este oxidante por la membrana plasmática sináptica es dependiente de NADH (forma 
reducida de la nicotinamida adenina dinucleótido) y en gran parte catalizada por la 
citocromo b5 reductasa (Cb5R) (Samhan-Arias et al., 2009). 
El óxido nítrico por sí mismo no es considerado una ROS perjudicial relacionada 
con el estrés oxidativo neuronal, ya que la formación de puentes disulfuro entre grupos 
tioles del receptor del ácido N-metil-D-aspártico (NMDAr) inducida por el óxido nítrico 
explica la inhibición del NMDAr por el óxido nítrico en cultivos de neuronas corticales, 
un mecanismo que proporciona protección neuronal contra la excitotoxicidad del L-
glutamato (Lei et al., 1992), como ha sido demostrado utilizando el agente oxidante de 
tioles 5,5’-dithio-bis-(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) (Brimecombe et al., 1999). Sin 
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embargo, la reacción del óxido nítrico con el anión superóxido tiene una constante de 
velocidad muy elevada y genera peroxinitrito. Este agente oxidante es una de las 
especies reactivas del oxígeno más nocivas producidas en situaciones de estrés 
oxidativo e induce alteraciones sostenidas de la homeostasis intracelular del calcio.  
Considerando que una subida de la concentración del calcio citosólico conduce a la 
activación de la nNOS (Brenman y Bredt, 1997), las especies reactivas del nitrógeno 
(RNS) son moléculas de particular relevancia como mensajeros intracelulares en la 
coordinación o desregulación de las vías de señalización de calcio y ROS en neuronas. 
Por ejemplo, la exposición de neuronas al peroxinitrito induce una fuerte y sostenida 
activación de la entrada de calcio a través del NMDAr lo que produce la muerte 
neuronal por excitotoxicidad (Bolaños et al., 1997; Beal, 2002). Adicionalmente, en 
cultivos de neuronas granulares de cerebelo la exposición sostenida a concentraciones 
micromolares de peroxinitrito inhibe la Ca2+-ATPasa de la membrana plasmática 
(PMCA), si bien los L-VOCC son más sensibles a este agente neurotóxico en estas 
neuronas puesto que son inhibidos por exposiciones de menor duración a 
concentraciones submicromolares de peroxinitrito (Gutierrez-Martin et al., 2005). Otros 
estudios con células OK-PTH y CHO-K1 han demostrado el efecto inhibidor de este 
potente oxidante en los intercambiadores Na+/Ca2+ (NCX) de la membrana plasmática 
(Cassarino y Bennett, 1999; Fiskum, 2000; Unlap et al., 2003), lo que produce un 
incremento sostenido en la concentración del calcio citosólico en estas células, es decir, 
una desregulación de la homeostasis del Ca2+ intracelular. 
 
1.2. Microdominios y señalización celular vía sistemas redox/calcio en 
neuronas. 
 
Los rafts lipídicos de la membrana plasmática definen microdominios que 
compartimentalizan procesos celulares, de pequeña amplitud (10-200 nm) y 
caracterizados por su heterogeneidad, por su carácter dinámico y por estar enriquecidos 
en colesterol y esfingolípidos (Pike, 2006). También ha sido descrita la presencia de 
gangliósidos dentro de estos microdominios (Anderson, 1998), un punto 
particularmente relevante en el cerebro, debido a la alta concentración de estos lípidos 
en la membrana plasmática neuronal. Además, los rafts lipídicos definen sub-
microdominios de la membrana plasmática de anclaje de caveolinas, flotillinas y 
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también microfilamentos de actina (O´ Connell et al., 2004). La caveolina-1 se une a los 
dos principales componentes de los rafts lipídicos, al colesterol y a los esfingolípidos 
(Fra et al., 1995; Murata et al., 1995; Thiele et al., 2000) y, por otra parte, promueve el 
transporte de colesterol desde el retículo endoplasmático hacia la membrana plasmática 
(Smart et al., 1996), donde se encuentran estos microdominios.  
 
1.2. A. Caveolas y colesterol 
 
Las caveolas son consideradas como rafts lipídicos especializados, 
morfológicamente distintos de los rafts lipídicos por tener una estructura semejante a 
una invaginación derivada de la presencia de caveolinas. Son estructuras dinámicas que 
están ancladas a la membrana plasmática a través del citoesqueleto de actina, pero hay 
muchas evidencias de que las caveolas también existen intracelularmente (Pelkmans et 
al., 2001; Pelkmans et al., 2002). Las vesículas asociadas a caveolina están implicadas 
en el tráfico entre los diferentes compartimentos asociados a las caveolinas (van Deurs 
et al., 2003).  
Las caveolas no funcionan sólo como un elemento estructural en la membrana 
plasmática, puesto que las caveolinas también actúan como proteínas “scaffolding” a 
través de la interacción directa con moléculas localizadas en estos microdominios y 
consecuente modulación de su actividad (Razani et al., 2002; van Deurs et al., 2003). 
Las caveolas deben ser consideradas como componentes celulares multifuncionales con 
un papel fisiológico que varía dependiendo del tipo de célula y de sus necesidades 
funcionales. En la actualidad, hay ya una extensa lista de proteínas identificadas en las 
caveolas (Razani et al., 2002). Citaremos como ejemplos característicos la formación de 
complejos por interacción de las caveolinas con algunas proteínas G, con receptores de 
factores de crecimiento y con algunas tirosina quinasas. Además, también se han 
localizado en las caveolas enzimas como adenilato ciclases, fosfatasas, eNOS, nNOS, 
proteína quinasa A (PKA), proteína quinasa C (PKC), bombas iónicas, canales iónicos 
(especialmente de iones Ca2+) y proteínas sinápticas. La agregación de los canales de 
calcio activados por voltaje (VOCC) y de proteínas SNARE (Soluble N-ethylmaleimide 
sensitive fusion attachment receptor) responsables de la fusión de vesículas, focalizados 
en los microdominios lipídicos de las terminales pre-sinápticas, tienen un papel 
relevante en la organización de sitios focalizados en la membrana plasmática para la 
exocitosis de las vesículas sinápticas (Taverna et al., 2004). Sin embargo, la formación 
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y función detallada de los complejos proteicos sinápticos y el papel que desempeñan las 
interacciones con los canales de calcio en el ajuste fino de la regulación de la 
transmisión sináptica aún no está bien comprendido. 
En neuronas de hipocampo, ha sido demostrado que el glutamato regula la 
expresión de caveolina, indicando una función para las caveolas en eventos de 
transducción de señales en neuronas (Bu et al., 2003). En este sentido debe notarse que 
las alteraciones en la función de rafts lipídicos y caveolas han sido asociadas a varias 
enfermedades (Simons y Ehehalt, 2002; Cohen et al., 2004). Así, la expresión de 
caveolina se incrementa en enfermedades como Alzheimer (Gaudreault et al., 2004) y el 
incremento del nivel de colesterol celular es una característica de esta enfermedad, que 
está asociado a la sobre-expresión de la caveolina (Gaudreault et al., 2004). Por otra 
parte, en ratones knockout en caveolina-1 la ausencia de caveolas afecta las vías de 
señalización de óxido nítrico y de calcio, conducen a graves defectos vasculares y 
pulmonares, así como a una proliferación celular no controlada (Drab et al., 2001). 
Mutaciones en caveolinas se han asociado con varios desórdenes musculares y 
formación de tumores (Razani et al., 2002). No obstante,  algunas células y también 
animales knockout caveolina-1 logran sobrevivir sin caveolas, lo que sugiere la 
existencia de una vía compensatoria sin propiedades de caveola (Parton, 2001). 
La caveolina-1 une directamente y está fuertemente asociada a colesterol libre 
(Murata et al., 1995), además para que ocurra la formación de caveolas es necesario un 
elevado contenido en colesterol celular. No es de sorprender, pues, que una depleción de 
colesterol conduzca a una disminución del número de caveolas. El colesterol es un 
importante regulador de la organización de la membrana lipídica (Goldstein y Brown, 
2001; Maxfield y Tabas, 2005), ya que este esterol influencia propiedades físicas de las 
membranas como la organización de fosfolípidos, fluidez y elasticidad de la membrana 
y estimula la fusión de membranas (Churchward et al., 2005). Los dominios ricos en 
colesterol (rafts lipídicos) de la membrana celular agregan proteínas receptoras y las 
respectivas moléculas de señalización intracelulares que se asocian a estos receptores 
(Gulbins y Li, 2006). Como una alteración de la composición lipídica de la membrana 
cambia el entorno en el cual las proteínas están presentes, cualquier proceso que 
dependa de la función de una proteína de membrana puede ser afectado por alteraciones 
de la composición de los lípidos de la membrana. Así, por ejemplo, el contenido en 
colesterol ha sido demostrado que tiene un papel significativo en la función de las 
proteínas transmembrana (Bastiaanse et al., 1997). La depleción de colesterol por la 
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metil-β-ciclodextrina (MβCD) ha sido reportado que modula la corriente basal de los L-
VOCC en células del músculo esquelético fetal de ratones y cardiomiocitos (Pouvreau 
et al., 2004; Tsujikawa et al., 2008), y además provoca una alteración de la forma de las 
caveolas hacia una forma más achatada (Rothberg et al., 1992; Westermann et al., 
2005). También en sinaptosomas la exocitosis dependiente de calcio es sensible al 
contenido de colesterol en la membrana plasmática (Waseem et al., 2006). Precisamente 
una de las funciones mejor documentada de las caveolinas es la implicación del tráfico 
intracelular de la caveolina-1 en el mantenimiento de la homeostasis de colesterol 
(Fielding y Fielding, 1997). La caveolina une el colesterol con una relación molecular 
1:1 (Murata et al., 1995) y además otro estudio ha demostrado que es la proteína celular 
que interacciona más fuertemente con el colesterol (Thiele et al., 2000). Consistente con 
estos resultados la expresión de caveolina en células sin caveolas provoca 
enriquecimiento de colesterol en una fracción flotante insoluble en detergente de baja 
densidad (Pike et al., 2002).  
La presencia de caveolinas asociadas a la membrana plasmática neuronal en 
microdominios sin el aspecto morfológico de invaginaciones de tipo caveolas ha sido 
documentada en la última década y revisada en (Head y Insel, 2007). Por tanto, estos 
microdominios ricos en colesterol y esfingolípidos tienen propiedades para actuar como 
plataformas únicas en las vías de transducción de las señales intercelulares y ha sido 
sugerido que los nanodominios enriquecidos en caveolinas pueden servir para focalizar 
la transducción de señalización celular en neuronas (Toselli et al., 2005; Head y Insel, 
2007; Head et al., 2008). La estabilidad de estos dominios se racionaliza usualmente en 
términos de interacciones proteína-proteína y/o proteína-lípido y debe notarse que la 
compartimentación de proteínas en los microdominios permite un acoplamiento más 
eficiente y funcional entre ellas. Esto es particularmente relevante en la actividad 
neuronal, porque las neuronas tienen que responder rápidamente a muchos estímulos 
simultáneos extracelulares provenientes de diferentes células vecinas. Los estudios 
sobre la señalización del calcio en neuronas han desempeñado un papel pionero en 
demostrar la importancia de la compartimentación subcelular en el control de la 
actividad neuronal (Berridge et al., 2000; Parekh, 2008).  
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1.2. B. Compartimentación de los sistemas de transporte de calcio en neuronas. 
 
La compartimentación de los sistemas de transporte de calcio más relevantes para la 
actividad neuronal en los microdominios de la membrana plasmática es una posibilidad 
que empieza a emerger. Esto es de una elevada importancia para la modulación de la 
amplitud de los picos del calcio citosólico y también para la tasa de atenuación de los 
gradientes locales de calcio en neuronas, porque (i) consiguen promover una 
estimulación focalizada de proteínas que unen calcio en regiones intracelulares de 
pequeño volumen, un proceso muy importante en las respuestas neuronales asociadas a 
eventos de tipo sináptico, y (ii) permiten una rápida restauración de la homeostasis del 
calcio en el citoplasma, protegiendo las neuronas de la fuerte citotoxicidad del calcio a 
concentraciones superiores a 0,3–0,4 μM. Ambos efectos funcionales son importantes 
debido a la rapidez con que las neuronas tienen que adaptarse a la gran cantidad de 
estímulos externos provenientes simultáneamente de diferentes células vecinas. La 
compartimentación de proteínas dentro de microdominios permite un acoplamiento 
físico y funcional entre componentes moleculares críticos en la activación o 
inactivación de los canales de calcio en la membrana plasmática y por esta vía controlan 
la concentración del calcio intracelular. Evidencias experimentales recientes sugieren 
que los sistemas transportadores de calcio más relevantes en neuronas están 
compartimentalizados en microdominios focalizados funcionalmente en la membrana 
plasmática (Gutiérrez-Merino, 2008; Parekh, 2008). La posible implicación de los rafts 
lipídicos en la regulación de la homeostasis y señalización del calcio intracelular fue 
sugerida hace unos 30 años (Gabella, 1971; Popescu, 1974), pero solo recientemente se 
ha demostrado esta hipótesis (Brazer et al., 2003; Murata et al., 2007). Asimismo, el 
acoplamiento funcional y eficiente de diversos sistemas principales de transporte de 
calcio de la membrana plasmática permite un control fino de la homeostasis del calcio 
citosólico dentro del reducido intervalo requerido para la supervivencia neuronal 
(Franklin y Johnson, 1992; Franklin y Johnson, 1994; Gutierrez-Martin et al., 2005; 
Garcia- Bereguiain et al., 2008). Los sistemas más relevantes y frecuentes en el 
transporte de calcio implicados en homeostasis neuronal de calcio citosólico son: los 
NMDAr y los L-VOCC que actúan como sistemas de entrada de calcio y la PMCA y el 
NCX que actúan como sistemas de extorsión de calcio (Berridge, 1998; Berridge et al., 
2000; Brini y Carafoli, 2000; Gutierrez-Merino, 2008).  
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La entrada de calcio por los L-VOCC y por los NMDAr tiene un papel de extrema 
importancia en el mantenimiento de la concentración del calcio citosólico necesario 
para la supervivencia y excitabilidad de las neuronas granulares de cerebelo maduras 
(Balázs et al., 1988; Franklin y Johnson, 1992; Gutierrez-Martin et al., 2005). Los L-
VOCC son los VOCC más relevantes en la regulación de homeostasis del calcio 
citosólico y adicionalmente de la excitabilidad neuronal (Marchetti y Usai, 1996; Gao et 
al., 1998; Maric et al., 2000; Arakawa et al., 2002). La familia de los L-VOCC, también 
conocidos como Cav1, está constituída por cuatro subtipos diferentes: CaV1.1, CaV1.2, 
CaV1.3 y CaV1.4 (Ertel, 2000). De estos subtipos, el CaV1.1 y el CaV1.4 son específicos 
del músculo-esquelético y de la retina, respectivamente. Los subtipos CaV1.2 y el 
CaV1.3 están presentes en células cardíacas, células endocrinas y en neuronas (Catterall, 
2000), además ha sido demostrado que en cerebro los CaV1 son un 10-25 % del subtipo 
CaV1.3 y aproximadamente un 80 % del subtipo CaV1.2 (Clark et al., 2003). La 
importancia neurofisiológica del subtipo CaV1.2 se ha demostrado en ratones con 
desactivación del gene CACNA1C (CaV1.2) en el hipocampo y en el neocórtex 
(CaV1.2HKO), en los que se observó una pérdida selectiva de la potenciación a largo 
plazo independiente del NMDAr (Moosmang et al., 2005). 
En cultivos primarios de CGN maduras la entrada de calcio por el L-VOCC es de 
una importancia crítica para mantener el calcio citosólico dentro del intervalo 70-200 
nM de concentración óptima necesaria para la supervivencia de estas neuronas in vitro 
(Franklin y Johnson, 1992; Gutierrez-Martin et al., 2005; Garcia-Bereguiain et al., 
2008). La entrada de calcio a través de la apertura del L-VOCC puede generar 
concentraciones de calcio transitorias del orden micromolar hasta distancias de 100 nm 
desde el L-VOCC dependiendo de la capacidad tampón del microentorno que rodea a 
los canales (Parekh, 2008). Se ha demostrado que los canales de calcio de tipo L (L-
VOCC) están localizados en microdominios asociados a rafts lipídicos en 
cardiomiocitos (O´ Connell et al., 2004; Balijepalli et al., 2006) y que en el cerebelo la 
subunidad α2δ2 está presente en los rafts lipídicos donde se une a la caveolina (Davies 
et al., 2006).  Por otra parte, estudios en miocitos han revelado que la depleción de 
colesterol afectaba el acoplamiento de los L-VOCC con otras proteínas reguladoras 
afectando su función (Tsujikawa et al., 2008). Adicionalmente se han demostrado las 
interacciones de los subtipos CaV1.2 y CaV1.3 con diferentes subconjuntos de proteínas 
PDZ (Weick et al., 2003; Zhang et al., 2005). También a estos dominios de proteínas 
PDZ se ha demostrado la unión del NMDAr (Prybylowski et al., 2005).  
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Los NMDAr desempeñan un papel extremadamente importante en la plasticidad 
neuronal y en procesos de potenciación a largo plazo (Nicoll y Malenka, 1995), por lo 
tanto, la entrada de Ca2+ por activación de los NMDAr tiene un papel muy importante 
en la plasticidad sináptica durante el desarrollo del cerebro, así como en el cerebro 
adulto. Estas proteínas están constituidas por subunidades NR1 formando diferentes 
combinaciones con las subunidades NR2A-D (Kutsuwada et al., 1992; Monyer et al., 
1992; Monyer et al., 1994). Los agentes químicos que modulan la neurotransmisión por 
glutamato, han adquirido un gran interés farmacológico y clínico en el tratamiento de 
una amplia variedad de enfermedades, como la esquizofrenia, depresión, ansiedad, 
adicción, dolor, epilepsia y enfermedades neurodegenerativas (Heresco-Levy y Javitt, 
1998; Cull-Candy et al., 2001). Aproximadamente la mitad de las sinapsis en el cerebro 
son sinapsis excitatorias que utilizan el glutamato como neurotransmisor, las CGN son 
neuronas glutamatérgicas que expresán el NMDAr (Balázs et al., 1988; Resink et al., 
1995), y una subida en la concentración del calcio citosólico es un factor primario 
determinante en la liberación de neurotransmisores. También el glutamato, actuando a 
través de los NMDAr, puede desregular la homeostasis de calcio intracelular y conducir 
a una muerte neuronal por excitotoxicidad (Choi, 1988b; Beal, 2000). Por otra parte, 
también ha sido demostrada la presencia del NMDAr en los rafts lipídicos (Hering et 
al., 2003, Besshoh et al., 2007; Delínte-Ramirez et al., 2008). Delínte-Ramirez y 
colaboradores (2008) han sugerido que su localización en estos rafts lipídicos puede 
incrementar la eficiencia de la transducción de señal inducida por la activación del 
NMDAr y por consiguiente la presencia de estas proteínas en los rafts lipídicos puede 
servir como un mecanismo de potenciación sináptica en procesos neuronales. 
Posteriormente este mismo grupo (Delínte-Ramirez et al., 2010) ha descrito que, en 
estudios con ratones genéticamente modificados, la eliminación del dominio C-terminal 
en la subunidad NR2A o la eliminación del residuo valina en el C-terminal de la 
subunidad NR2B, lo que elimina las interacciones con proteínas con dominios PDZ, 
reducen la asociación de la subunidad NR1 a los rafts lipídicos. Ha sido también 
demostrado que el citoesqueleto de actina modula la actividad del NMDAr (Bonfoco et 
al., 1996) y del NCX de la membrana plasmática (Condrescu y Reeves, 2006).  
Todas las neuronas expresan los dos sistemas principales de la membrana 
plasmática para la extrusión de calcio desde el citosol: el NCX y la PMCA. La 
activación del NCX ocurre para concentraciones ≥ 0.4 µM de Ca2+ libre en el 
citoplasma y permite la recuperación de la concentración del calcio intracelular ([Ca2+]i) 
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hasta los bajos niveles citosólicos del mismo compatibles con la supervivencia neuronal 
(Carafoli et al., 2001; Gill et al., 1984). La asociación de esta proteína a los rafts 
lipídicos se ha demostrado en preparaciones de músculo liso de las arterias coronarias 
(Kuszczak et al., 2011) y su acoplamiento con otras proteínas unidas a los rafts lipídicos 
se ha demostrado que desencadena oscilaciones citosólicas de calcio libre en células del 
ovario de hámsteres Chinos (Yi et al., 2009). Además, se ha demostrado la interacción 
del NCX cardíaco con la caveolina-3 por co-precipitación (Bossuyt et al., 2002) y el 
NCX de las células endoteliales vasculares ha sido encontrado en fracciones de 
membrana enriquecidas en caveolina, fracciones que contienen tanto la eNOS como la 
caveolina-1 (Teubl et al., 1999). Por otra parte se ha demostrado la asociación de la 
PMCA con los rafts lipídicos en membranas plasmáticas sinápticas (Sepúlveda et al., 
2006) y en neuronas primarias corticales y de hipocampo en cultivo de rata (Jiang et al., 
2007). Adicionalmente, también ha sido demostrada la interacción de su dominio C-
terminal con los dominios PDZ ya referidos anteriormente (Vorherr et al., 1991). La 
PMCA es el sistema primario responsable por la extrusión del calcio desde el espacio 
intracelular hacia el medio extracelular (Carafoli, 1991; Garcia y Strehler, 1999), una 
función crítica para mantener la excitabilidad neuronal y la señalización intracelular. 
Esta proteína es activa a concentraciones de calcio intracelular < 0.4 µM (Garcia-Martin 
y Gutierrez-Merino, 1996; Franks et al., 1998, Carafoli, 2001), y su presencia en 
dominios raft y no-raft aislados de neuronas primarias y células intactas ha sido descrita 
por Jiang y colaboradores (2007), quienes demostraron que la PMCA asociada a los 
dominios raft tiene mucho mayor actividad que la PMCA asociada a los dominio no-
raft y la presencia de niveles superiores de asociación de esta proteína a estos 
microdominios. Consistentemente, la disrupción de los raft por depleción crónica de 
colesterol disminuyó dramáticamente la actividad de las PMCA asociadas a los 
dominios raft, pero esta depleción de colesterol no afectó la actividad de la PMCA 
presente fuera de la zona raft (Jiang et al., 2007). 
Sin embargo, la composición proteica de estos microdominios está lejos de ser 
bien conocida. En neuronas, los rafts lipídicos podrían servir como marcadores de 
microdominios en la membrana plasmática de importante relevancia en la conexión 
entre las vías de señalización de calcio y las vías de señalización redox, porque una 
alteración sostenida de la homeostasis del calcio intracelular en neuronas es una 
característica común en los procesos neurodegenerativos de mayor prevalencia en la 
sociedad actual, y ha sido demostrado que los transportadores de calcio de la membrana 
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plasmática son dianas muy sensibles a las especies reactivas del oxígeno generadas en 
insultos y en enfermedades de tipo neurodegenerativo (Gutierrez-Merino, 2008; Hidalgo 
y Donoso, 2008).  
 
1.2. C. Fuentes de estrés oxidativo en los microdominios proteicos asociados a los 
rafts lipídicos de la membrana plasmática neuronal. 
 
La NOS es una enzima oxidorreductasa, constituida por dos dominios 
funcionales, un dominio oxigenasa y un dominio reductasa, los cuales están conectados 
por un sitio de unión de la calmodulina (CaM) (Feng et al., 2006). La unión de la 
calmodulina facilita la transferencia de electrones necesaria para la formación del óxido 
nítrico, así como la transferencia de electrones dentro del dominio reductasa. Las 
interacciones proteína-proteína de la nNOS funcionan como reguladoras de la actividad 
enzimática y como puntos de anclaje determinantes para la localización subcelular de 
esta proteína (Venema et al., 1997; Sato et al., 2004; Feng et al., 2006). Así, la 
interacción de la nNOS con la caveolina-3 en músculo esquelético modula la actividad 
catalítica de la NOS (Venema et al., 1997), y Sato y colaboradores han descrito la 
interacción del dominio “scaffolding” de la caveolina-1 con los dos dominios de la 
nNOS (el dominio oxigenasa y reductasa) (Sato et al., 2004). De ambos estudios se 
deriva la posible localización de la nNOS en los microdominios asociados a los rafts 
lipídicos de la membrana plasmática. La presencia de centros redox en la membrana 
plasmática de células de mamíferos esta bien documentada (May, 1999; Morré et al., 
2000; Martin-Romero et al., 2004a), y en la membrana plasmática de neuronas están 
presentes las siguientes actividades oxidorreductasa: NADH:DCPIP1 reductasa y 
NADH:ferricianuro reductasa (Zurbriggen y Dreyer, 1996; Wright y Kuhn, 2002), 
NADH oxidasa dependiente de ascorbato y actividad de producción de anión 
superóxido (Martin-Romero et al., 2002a; Samhan-Arias et al., 2004), NADH:AFR 
reductasa y NADH:coenzyma Q reductasa (Martin-Romero et al., 2002a; Samhan-Arias 
et al., 2008). La flavoproteína citocromo b5 reductasa (Cb5R) tiene una extrema 
importancia en la cadena redox de la membrana plasmática en mamíferos (Villalba et 
al., 1995; Kim, 2002), y se ha demostrado que otras flavoproteínas con actividad 
NAD(P)H oxidasa están unidas a la membrana plasmática de mamíferos, como por 
ejemplo en las células de la glía y en macrófagos (Kindzelskii y Petty, 2004; Brenman y 
Bredt, 1997).  
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Trabajos previos de nuestro laboratorio han demostrado también que la Cb5R forma 
una red de centros redox asociados a la membrana plasmática de las CGN en cultivo 
(Samhan-Arias et al., 2009; Samhan-Arias et al., 2012). Puesto que la nNOS se localiza 
asociadas al citoesqueleto neuronal en las terminales sinápticas (Brenman y Bredt, 
1997), la liberación del anión superóxido por desregulación de los centros redox de la 
membrana plasmática puede producir un estrés oxidativo mediado por peroxinitrito muy 
focalizado en la membrana plasmática (Martin-Romero et al., 2002a). El peroxinitrito es 
un oxidante importante en procesos neurodegenerativos producido por la reacción del 
anión superóxido con el óxido nítrico (Szabo et al., 2007), dos ROS metabólicas 
primarias que reaccionan entre sí con una constante de velocidad muy elevada ~7 · 109 
M-1·s-1) (Huie y Padmaja, 1993). Ha sido demostrado que este oxidante tiene una 
importante relevancia en la neurodegeneración  observada en la isquemia-reperfusión y 
en procesos inflamatorios en el cerebro (Iadecola, 1997; Liu et al., 2000). Por otra parte, 
es bien conocido que la Cb5R está enriquecida en el retículo endoplasmático, por lo que 
los trabajos previos de nuestro laboratorio sugieren que esta proteína puede ser 
considerada como marcador del compartimento celular recientemente denominado 
“endoplasmic reticulum-plasma membrane junction” (unión membrana plasmática-
retículo endoplasmático), cuya asociación a rafts lipídicos de la membrana plasmática 
ha sido bien documentada durante los últimos años (Pani et al., 2008; Cahalan, 2009).  
 
1.3. Importancia de las proteínas quinasas en la regulación de la 
entrada y salida del calcio del citoplasma neuronal. 
 
 El efecto de las proteínas quinasas sobre los diferentes sistemas de entrada y 
salida de calcio del citoplasma ha sido ampliamente documentado en la bibliografía. La 
fosforilación/desfosforilación de dominios de proteínas importantes en el transporte de 
calcio parece modular su actividad y como consecuencia una alteración en la actividad 
de las proteínas quinasas o de alguna de ellas en particular puede inducir a 
desregulación de la homeostasis del calcio intracelular. Por otra parte, la modulación de 
los sistemas de calcio por proteínas quinasas es un punto importante en el control del 
calcio intracelular en neuronas, ya que ha sido ampliamente demostrado que la 
activación de las proteínas quinasas tras estímulación neuronal tiene lugar en la escala 
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de tiempos en la que se observan los cambios de actividad observados en los sistemas 
de transporte de calcio en las neuronas estimuladas. 
Así, ha sido reportado que la fosforilación de la PMCA parece ser el mecanismo 
que controla su actividad. Zylinska y colaboradores (1998) han demostrado la 
implicación de PKA y de la PKC en la activación de la PMCA purificada de membranas 
de sinaptosomas de córtex, de cerebelo y de hipocampo de rata (Zylinska et al., 1998) y 
la región diana de fosforilación para estas dos proteínas es el dominio C-terminal de la 
PMCA (Strehler y Zacharias, 2001). Otros estudios han demostrado que la PKA 
potencia y fosforila la PMCA de forma dependiente de Ca2+ en células acinares de la 
glándula parótida (Bruce et al., 2002), y que la PMCA es regulada por la PKA de modo 
rápido y eficiente, lo que tiene importantes  implicaciones funcionales durante la 
señalización neuronal, sugiriendo la regulación de la concentración de calcio 
intracelular ([Ca2+]i) a través de la fosforilación de la PMCA por la PKA (Baggaley et 
al., 2007). Adicionalmente, ha sido también demostrado que la fosforilación de esta 
proteína por la PKA y por la PKC puede llevar a un incremento de actividad de la 
PMCA a través del aumento de su afinidad hacia la calmodulina (Gromadzinska et al., 
2001).  
Los L-VOCC son también modulados por proteínas quinasas, siendo las 
subunidades α1c y β2 dianas directas en la fosforilación mediada por la PKA (De Jongh 
et al., 1996; Mitterdorfer et al., 1996; Gao et al., 1997; Puri et al., 1997). El efecto de la 
fosforilación de los L-VOCC por las proteínas quinasas es, por tanto,  una consecuencia 
de la activación de la cascada de procesos señalización dependientes del adenosina-3’-
5’-monofosfato cíclico (cAMP). Así, por ejemplo, la activación de los receptores β-
adrenérgicos induce un sobre-estimulación de las corrientes de entrada de Ca2+ por 
activación de los L-VOCC (Bünemann et al., 1999). La activación de la PKA 
subsiguiente a la estimulación del receptor β-adrenérgico tiene una particular 
importancia en la regulación de las corrientes cardíacas de los L-VOCC. La modulación 
del L-VOCC por parte de la PKA es debida en parte a la fosforilación de la subunidad 
β2, ya que las mutaciones de las serina 478 (Ser478) y serina 479 (Ser479) de la 
subunidad β eliminan completamente el incremento de corrientes de calcio inducidas 
por la PKA a través de los L-VOCC (Bünemann et al., 1999), y en parte de la 
subunidad α1c porque también la mutación de la Ser1928 de esta subunidad impide la 
fosforilación por PKA y el incremento de la actividad de este canal de calcio (Kamp y 
Hell, 2000). El dominio C-terminal de esta subunidad α1c tiene un papel importante en 
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la regulación de los L-VOCC por la PKC, pero en este caso la activación de la PKC ha 
resultado en una variedad de efectos en la actividad de los L-VOCC, habiéndose 
sugerido que distintas isoformas de la PKC promuevan efectos distintos en la actividad 
de estos canales de calcio (Kamp y Hell, 2000). Por otra parte, tanto la PKA como 
miembros de la familia de las PKC regulan la actividad de los NMDAr, desempeñando 
un papel esencial en la plasticidad sináptica. Leonard y Hell (1997) han demostrado que 
la fosforilación de los NMDAr in vitro por acción de la PKA y de la PKC incrementa la 
actividad de los NMDAr. La activación conjunta de la PKC y de la PKA produce una 
fosforilación simultánea de los residuos Ser896 y Ser897 del NMDAr, mientras que la 
fosforilación de la Ser890 por la PKC provoca una re-distribución subcelular de la 
subunidad NR1 que se revierte por desfosforilación. Por el contrario,  la fosforilación de 
las Ser896 y 897 no altera la distribución subcelular de la subunidad NR1, demostrando 
que la fosforilación de distintos residuos de la subunidad NR1 afectan de diferente 
manera la distribución subcelular de esta subunidad (Tingley et al., 1997).  
Adicionalmente, varios trabajos han reportado la interacción de los L-VOCC y 
de los NMDAr con la proteína quinasa II dependiente de Ca2+/Calmodulina (CaMKII) 
(Gallo et al., 1987; Gardoni et al., 2001; Grueter et al., 2006; Li et al., 2012), una 
proteína quinasa que también ha sido reportado que interacciona con la PMCA (Colyer, 
1998; Valverde et al., 2005).  
 La fosforilación de la treonina 498 (Thr498) de la subunidad β2a de los L-VOCC 
por la CaMKII aumenta la intensidad de las corrientes de entrada de calcio a través de 
los L-VOCC y en el mismo estudio se demostró la co-localización de la  CaMKII con la 
subunidad β2a (Grueter et al., 2006). En este trabajo se mostró asimismo que la 
secuencia de aminoácidos próxima a la Thr498 de la subunidad β2a de los L-VOCC es 
muy semejante al dominio auto-inhibitorio de la CaMKII y al dominio de unión de la 
CaMKII en la subunidad NR2B del NMDAr. El mismo grupo sugiere que la subunidad 
β2a actúa como una proteína asociada a la CaMKII (CaMKAP) que interacciona 
directamente con la CaMKII in vitro y en células intactas y que la CaMKII fosforila 
todas las isoformas de la subunidad β, pero su interacción con esta subunidad depende 
de la isoforma correspondiente, porque con las subunidades β1b y β2a consigue formar 
complejos estables, pero no con las subunidades β3 y β4 (Grueter et al., 2008). La 
asociación de la CaMKII con los L-VOCC dependiente de la subunidad β facilita la 
interacción de la CaMKII con dominios adicionales de la subunidad α1 (Hudmon et al., 
2005) y puede incrementar la fosforilación por parte de la CaMKII en otros sitios 
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relevantes, como la Ser1512 o la  Ser1570 de la subunidad α1 (Lee et al., 2006) o en la 
Thr498 de la subunidad β2a (Grueter et al., 2006). Se ha sugerido además que la 
regulación del influjo de calcio vía los L-VOCC es controlada por microdominios 
subcelulares específicos por múltiples mecanismos que permiten la asociación de la 
CaMKII y otras proteínas de señalización dependientes de Ca2+ con las subunidades del 
canal (Grueter et al., 2008). La modulación de los L-VOCC por la CaMKII puede ser 
importante para el incremento fisiológico de las señales celulares de calcio en respuesta 
a hormonas o factores de crecimiento (O-Uchi et al., 2005; Gao et al., 2006). Pero la 
activación excesiva del subtipo de los L-VOCC Cav1.3 se ha correlacionado con la 
pérdida de las espinas dendríticas de las neuronas espinosas medianas del estriado tras 
la disminución de dopamina en modelos animales de parkinsonismo (Day et al., 2006), 
y con la paralela sobre-activación de la CaMKII (Brown et al., 2005).  Se ha sugerido 
que los complejos mecanismos bioquímicos de regulación del influjo de Ca2+ vía los L-
VOCC permiten una enorme flexibilidad para modular una variedad de eventos de 
señalización, tales como los eventos del acoplamiento excitación-contracción y 
excitación-transcripción cardíacos y eventos de la plasticidad neuronal sináptica (Bodi 
et al., 2005).  
Razani y colaboradores han demostrado la co-localización y la interacción 
directa entre el dominio “scaffolding” de la caveolina-1 y la subunidad catalítica de la 
PKA in vitro e in vivo (Razani et al., 1999), y se ha demostrado en cerebro la asociación 
de la PKA con la subunidad α1c de los L-VOCC (Davare et al., 1999).  Otros estudios 
han identificado las isoformas de la PKC sensibles a calcio como componentes 
moleculares de las caveolas (Lisanti et al., 1994; Smart et al., 1995a; Smart et al., 
1995b; Liu et al., 1997; Oka et al., 1997). En el mismo sentido Pinard y colaboradores 
(Pinard et al., 2005) han propuesto la co-localización de los L-VOCC (CaV1.2) y de la 
CaMKII. La asociación directa de la CaMKII con los rafts lipídicos también ha sido 
sugerida (Suzuki et al., 2008) y se ha propuesto que la regulación del influjo de calcio 
vía los L-VOCC es controlada en microdominios subcelulares específicos por 
mecanismos múltiples que permiten la asociación de la CaMKII y otras proteínas de 
señalización dependientes de Ca2+ con las subunidades del canal (Grueter et al., 2008). 
En la misma dirección ha sido descrito que la depleción de colesterol en cardiomiocitos 
puede modular el nivel la de fosforilación de los L-VOCC y tener así un efecto indirecto 
sobre la actividad de estos canales (Tsujikawa et al., 2008). Por todo lo expuesto, se 
hace necesario profundizar en el conocimiento de los componentes proteicos de estas 
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uniones/microdominios de la membrana plasmática para una mejor comprensión de las 
funciones bioquímicas y biológicas de estos compartimentos subcelulares. Por otra 
parte, para conseguir una eficiencia aceptable de transfección de las CGN en cultivo es 
necesario realizar un tratamiento de  tripsinización del cultivo (Gärtner et al., 2006), y 
es muy cuestionable que este tratamiento no altere la estructura de los microdominios de 
la membrana plasmática. Por esta razón, para elucidar la composición proteica de estos 
microdominios en este trabajo hemos utilizado herramientas de FRET (Fluorescence 
Resonance Energy Transfer) alternativas. 
 
1.4. FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer). 
 
 Puesto que el tamaño de los microdominios proteicos asociados a rafts 
lipídicos es de 10-200 nm (Pike, 2006; Duggan et al., 2008), las imágenes de 
microscopia de fluorescencia basadas en FRET son la mejor opción como método 
para profundizar en el conocimiento de la organización espacial y estructural de estos 
microdominios en las células. Las medidas de eficiencia de FRET para el caso más 
simple de un par donador/aceptor permite determinar la distancia de separación entre 
ambos con una precisión mejor de ±1 nm, siempre que se encuentren a una distancia 
inferior a 2·R0 (donde R0 es la distancia a la que la eficiencia de FRET es del 50% 
asumiendo orientación al azar entre donador y aceptor) (Centeno y Gutierrez-Merino, 
1992; Gutierrez-Merino et al., 1994). Puesto que hay una amplia variedad de pares 
donador/aceptor disponibles con distancias de R0 entre 1 y 6 nm, en la práctica esto 
permite determinar distancias de separación entre donador y aceptor menores de 12 
nm. Sin embargo, la situación de un solo par donador/aceptor aislado es una 
situación muy poco probable en una célula y menos aún en membranas biológicas 
(Gutierrez-Merino et al., 1994). En estos casos la situación más probable es una 
situación de múltiples aceptores por donador y ha sido demostrado que en esta 
situación FRET permite determinar distancias de separación hasta aproximadamente 
4·R0 (Gutierrez-Merino, 1981a; Gutierrez-Merino, 1981b; Gutierrez-Merino et al., 
1994). Por tanto, con un par donador/aceptor que presente un valor de R0 de 6 nm en 
el caso de múltiples aceptores por donador el intervalo de distancia FRET se expande 
hasta aproximadamente 24 nm. Una ventaja adicional de la situación de múltiples 
aceptores por donador es que se minimiza la incertidumbre en la distancia entre 
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donador y aceptor calculada a partir de las medidas de FRET, ya que la suposición de 
orientación al azar entre donador y aceptor se encuentra plenamente justificada en 
este caso (Gutierrez-Merino, 1981a; Gutierrez-Merino, 1981b; Gutierrez-Merino et 
al., 1994).  
El uso de FRET con anticuerpos fluorescentes para proteínas específicas tiene un 
valor potencial muy elevado para la identificación de las proteínas que se encuentran en 
los microdominios asociados a los rafts lipídicos. En estos casos el intervalo de 
distancias de FRET debe tener en consideración dos factores: (1) las dimensiones de un 
complejo formado por un par de anticuerpos tipo IgG (primario+secundario), un 
paralelepípedo de aproximadamente 25 nm x 25 nm x 10 nm, y (2) la libertad de 
rotación de las proteínas de membrana y de los anticuerpos asociados a las mismas. Por 
estas razones, el intervalo de distancias entre dos proteínas de un microdominio que 
pueden producir una eficiencia de FRET detectable experimentalmente se incrementa 
hasta 50 nm, si una de las proteínas se marca con un par de anticuerpos 
(primario+secundario fluorescente) y la otra con un ligando fluorescente (donador o 
aceptor FRET del secundario fluorescente), y hasta 100 nm, si cada una de las dos 
proteínas se marca con un par de anticuerpos (primario+secundario fluorescente) que 
formen un par FRET. Por tanto, considerando las dimensiones propuestas para los 
microdominios asociados a los rafts lipídicos, 100-300 nm (Pike, 2006; Duggan et al., 
2008), esta estrategia es particularmente apropiada para una primera aproximación a la 
resolución estructural de la composición proteica de estos microdominios y es la que se 
ha seguido en esta Tesis Doctoral. 
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2. Objetivos 
En esta Tesis Doctoral se ha planteado y cuestionado experimentalmente la 
hipótesis de la compartimentación de los principales sistemas de entrada y salida de 
calcio de la membrana plasmática y de los sistemas generadores de especies 
reactivas del oxígeno (ROS) en los sub-microdominios asociados a los rafts 
lipídicos de la membrana plasmática de neuronas y su relevancia para la formación 
de microcompartimentos transitorios de calcio elevado cerca de la membrana 
plasmática en neuronas y en las alteraciones de la homeostasis del calcio citosólico 
por ROS. Para tal fin se han definido los siguientes objetivos concretos:  
- Desde una perspectiva metodológica desarrollar herramientas de imagen 
utilizando FRET con anticuerpos secundarios fluorescentes contra los 
anticuerpos primarios para las proteínas de interés. 
- Verificar la posible presencia del L-VOCC, del NMDAr, de la PMCA, del 
NCX, de la nNOS y de la Cb5R en los submicrodominios asociados a rafts 
lipídicos y la proximidad o intervalo de la distancia de separación entre ellos 
dentro de estos microdominios. 
- Definir los sistemas de transporte de calcio de membrana plasmática más 
relevantes en el control de la homeostasis de calcio intracelular en las 
neuronas granulares de cerebelo y estudiar los efectos de la disrupción de los 
rafts lipídicos por depleción de colesterol en la homeostasis de calcio 
intracelular. 
- Identificar las proteínas quinasas de mayor relevancia para la regulación de la 
homeostasis del calcio citosólico por los sistemas de transporte de calcio 
identificados en los sub-microdominios asociados a rafts lipídicos de la 
membrana plasmática en las neuronas granulares del cerebelo en cultivo.  
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- Analizar la estabilidad de la composición proteica de estos sub-
microdominios asociados a los rafts lipídicos tras exposición de las neuronas 
granulares del cerebelo a estrés oxidativo y a agentes moduladores de la 
estructura de los microfilamentos de actina asociados a los mismos. 
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3. Materiales y métodos 
3.1. Equipos científicos y reactivos utilizados 
 
3.1.1. Equipos científicos 
 
- Campana Nüve LN 090 
- Incubadora de CO2 Heal Force - HF 90 
- Microcentrífuga Eppendorf 5415R 
- Ultracentrífuga Beckman Coulter Optima™ L-90K 
- Espectrofotómetro PG Intruments T70 
- Espectrofotómetro de fluorescencia Perkin Elmer 650-40 
- Microscopio de epifluorescencia Nikon Diaphot 300 
- Cámara digital CCD del microscopio Hamamatsu HiSCA C6790-81 
- Cámara digital CCD del microscopio Hamamatsu ORCA-R2 
- Rueda de filtros del microscopio Lambda 10-12 
- Sistema de electroforesis y western blotting BIO-RAD 
 
3.1.2. Productos químicos y reactivos 
 
Todos los anticuerpos fueron utilizados con una dilución dentro del intervalo 
recomendado en las hojas técnicas del producto. Los anticuerpos primarios utilizados 
están descritos en la tabla 3.1, así como los anticuerpos secundarios marcados con 
fluoróforos están descritos en la tabla 3.2.   
Reactivos de Inmunoprecipitación: Matriz ExactaCruz A con el reactivo de 
revelado para western blotting HRP correspondiente (sc-45038) y Matriz ExactaCruz D 
con el reactivo de revelado para western blotting HRP correspondiente (sc-45041) 
suministrados por Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA). 
Los reactivos de western blotting anti-cabra IgG horseradish peroxidasa, anti-
conejo IgG horseradish peroxidase y SuperSignal West Dura Extended Duration 
Substrate fueron adquiridos de Pierce (Rockford, IL, USA). 
Los reactivos para medir Ca2+ in vitro fura-2 acetoximetil ester (fura-2 AM) y 
pluronic fueron adquiridos de Biotium (San Francisco, CA, USA). 
Todos los demás reactivos y productos químicos fueron suministrados por 
Sigma-Aldrich ó Roche-Merck (Darmstadt, Alemania). 
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Tabla 3.1 – Descripción informativa de los anticuerpos primarios utilizados en los 
experimentos de western blotting, inmunocitoquímica y inmunoprecipitación así como la 
referencia de la respectiva casa comercial. 
Anticuerpo Producido en: Casa Comercial Referencia 
CaMKII conejo Santa Cruz, CA, USA sc-9035 
Caveolina-1 conejo Santa Cruz, CA, USA sc-894 
Caveolina-2 conejo Santa Cruz, CA, USA sc-7942 
Caveolina-2 cabra Santa Cruz, CA, USA sc-1858 
Cb5R=DIA-1 conejo ProteinTech Group, Chicago, IL, USA 10894-1-AP
Flotillina-1 conejo Santa Cruz, CA, USA sc-25506 
Flotillina-1 cabra Santa Cruz, CA, USA sc-16640 
H-Ras conejo Santa Cruz, CA, USA sc-520 
L-VOCC conejo Santa Cruz, CA, USA sc-25686 
L-VOCC cabra Santa Cruz, CA, USA sc-32070 
NCX conejo Santa Cruz, CA, USA sc-32881 
NCX1 conejo Santa Cruz, CA, USA sc-30304-R 
NMDAr cabra Santa Cruz, CA, USA sc-1468 
nNOS ratón Santa Cruz, CA, USA sc-5302 
PKA conejo Santa Cruz, CA, USA sc-28892 
PMCA conejo Santa Cruz, CA, USA sc-28765 
PMCA1/4 ratón Santa Cruz, CA, USA sc-20028 
 
Tabla 3.2 – Descripción informativa de los anticuerpos secundarios utilizados en los experimentos de 
inmunocitoquímica así como la referencia de la respectiva casa comercial.  
Anticuerpos secundarios  Casa Comercial Referencia 
anti-conejo IgG-Alexa488 Invitrogen  
(Molecular Probes, Eugene, OR, USA) 
A11008 
anti-cabra IgG-Alexa488 Invitrogen  
(Molecular Probes, Eugene, OR, USA) 
A11055 
anti-ratón IgG-Alexa488 Invitrogen  
(Molecular Probes, Eugene, OR, USA) 
A11001 
anti-conejo IgG-Cy3 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) C2306 
anti-cabra IgG-Cy3 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) C2821 
anti-ratón IgG-Cy3 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) C2181 
30
3. Materiales y métodos 
3.2. Material biológico 
 
Para los cultivos de células granulares de cerebelo se han utilizado ratas Wistar 
de 7 días de edad con un peso de 20-25 g. Las ratas fueron suministradas y mantenidas 
por el Servicio de Animalario de la Universidad de Extremadura, donde se alimentaron 
con agua y pienso, a una temperatura constante de 22-23 ºC y una humedad que osciló 
entre el 60 y el 80 %. 
 
3.3. Tampones y disoluciones utilizadas 
 
La composición del tampón MLocke 5 (pH 7,4 a los 37 ºC) utilizado en todo el 
trabajo experimental con las células granulares de cerebelo es: 4 mM NaHCO3, 10 mM 
N-[tris (hidroximetil) metil] glicina, 5 mM glucosa, 2,3 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 134 
mM NaCl y 5 mM KCl. 
La composición del tampón MLocke 25 (pH 7,4 a los 37 ºC) utilizado en todo el 
trabajo experimental con las células granulares de cerebelo es: 4 mM NaHCO3, 10 mM 
N-[tris (hidroximetil) metil] glicina, 5 mM glucosa, 2,3 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 134 
mM NaCl y 25 mM KCl. 
La composición del tampón de muestra utilizado en SDS-PAGE en todo el 
trabajo experimental es: 26,6 mM Tris-HCl pH 6,8, 0,86 % SDS, 0,43% (v/v) β-
mercaptoetanol, 0,014 % azul de bromofenol preparado en 20 mM Tris pH 7 y 37,3 % 
glicerol. 
La composición del tampón de electroforesis utilizado en SDS-PAGE en todo el 
trabajo experimental es: 25 mM Tris, 190 mM Glicina, 10 % SDS (pH 8,3). 
La composición del tampón de transferencia utilizado en western blotting en 
todo el trabajo experimental es: 25 mM Tris, 190 mM Glicina, 0,1 % SDS, 20 % 
Metanol (pH 8,3). 
 La composición del tampón fosfato salino (PBS) es: 4,3 mM Na2HPO4, 0,4mM 
KH2PO4, 137 mM NaCl y 27 mM KCl (pH 7). 
La composición del tampón tris salino (TBS) es: Tris 20 mM y NaCl 150 mM 
(pH 7,4). 
   
 
31
3. Materiales y métodos 
3.4. Cuantificación y determinación de proteínas 
 
3.4.1. Cuantificación de proteína en las muestras 
 
La cuantificación de proteína en las diferentes muestras se hizo utilizando el 
Coomassie Plus Bradford Assay (Thermo Scientific) y BSA como patrón. Una vez 
ligada la proteína al colorante, este pasa de color rojo a un color azul que puede ser 
cuantificado a 595 nm. Para cuantificar la proteína en las muestras se ha realizado una 
curva patrón con diferentes cantidades de BSA: 1, 2, 4, 6, 8 µg diluidas en el tampón en 
el que se diluye la muestra con un volumen de 25 µl. Posteriormente se añade 500 µl de 
Coomassie y pasados 5 minutos se mide en el espectrofotómetro. La concentración de 
proteína se ha calculado por interpolación en la curva patrón obtenida con BSA. 
 
3.4.2. SDS-PAGE y Western blotting 
 
Se ha realizado SDS-PAGE (Sodium dodecyl sulfate – polyacrylamide gel 
electrophoresis) con diferentes concentraciones de acrilamida en los geles: 7,5, 10,4 y 
12,5 %, dependiendo del peso molecular de la proteína de interés. A todas las muestras 
cargadas en los geles se ha añadido el tampón de muestra siguiente (descrito en la 
sección 3.3), 125 mM urea por μg proteína y 0,3 % saponina. Posteriormente, las 
proteínas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa de 0,2 ó 0,4 µm de tamaño de 
poro (Trans-BloT Transfer Medium, BioRad). Después de la transferencia las 
membranas fueron bloqueadas con 5 % (m/v) leche en PBS, seguida de incubación a 
temperatura ambiente durante 1h. Las membranas se han lavado 3 veces con PBS 
suplementado con 0,05 % de Tween 20 (PBST). Las proteínas se detectaron incubando 
la membrana con el anticuerpo primario específico (dilución 1:100) en PBST durante 
toda la noche. Después se lavó 6 veces con PBST y se incubó la membrana con el 
anticuerpo secundario IgG conjugado con HR peroxidasa en PBST a temperatura 
ambiente durante 1h. Cada anticuerpo secundario fue utilizado con una dilución 
diferente ajustada empíricamente para tener una señal de revelado aceptable en 2-3 
minutos: anti-conejo – 1:8.000, anti-ratón – 1:50.000 y anti-cabra 1:500.000. A 
continuación, se lavaron las membranas 6 veces con PBST seguido por una incubación 
de 3 minutos con el revelador quimioluminiscente Super-Signal West Dura Substrate 
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(Pierce). Los western blotting se han montado en una “cassette” con una película de 
autorradiografía Amersham Hyperfilm MP (GE Healthcare, UK) y a continuación se 
reveló la película utilizando el revelador (p7042) y el fijador (p7167) (Sigma-Aldrich, 
St. Louis, MO, USA). 
 
3.5. Preparación de las neuronas granulares del cerebelo (CGN) 
 
3.5.1. Cultivos de las neuronas granulares del cerebelo 
 
Las CGN fueron obtenidas de cerebelos de ratas Wistar de 7 días de edad 
disociados como se ha descrito previamente en (Martin-Romero et al., 2002b; Samhan-
Arias et al., 2004; Samhan-Arias et al., 2009; Martin-Romero et al., 2000; Marques-da-
Silva et al., 2010). Las células fueron sembradas con una densidad de 2,5×106 
células/placa en medio modificado DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Médium) 
suplementado con 10 % de suero fetal bovino inactivado por calor, 5 mM de glucosa, 
19,63 mM de KCl, 3,7 ng/mL de insulina, 7 µM 4-aminobenzoico, 50 U/mL penicilina, 
25 U/mL streptomicina, 0,91mM piruvato y 2mM glutamina en placas de 35 mm y en 
placas de 24 pocillos previamente tratadas con poli-D-lisina (50 mg/L).  
El cultivo fue mantenido a 37 ºC en una atmosfera húmeda compuesta por 95 % 
de aire y un 5 % de CO2. Transcurridas 48 h se añadió 10 μM de citosina-β-D-arabino-
furanósido (Ara-C) al medio de cultivo para evitar la replicación de las células no 
neuronales. Siete días después de colocadas en las placas, el medio de cultivo fue 
sustituido por un medio DMEM sin suero: el medio F12 suplementado con 12,5 mM 
glucosa, 20,82 mM KCl, 5 μg/mL insulina, 0,1 mg/mL apo-transferina, 20 nM 
progesterona, 50 U/mLpenicilina, 25 U/mL streptomicina, 0,1 mg/mL piruvato y 2mM 
L-glutamina. 
 En la figura 3.1 se puede observar una imagen de contraste de fase de las CGN 
al octavo día in vitro (DIV 8) obtenida con la cámara Hamamatsu CCD conectada al 
microscopio de epifluorescencia Nikon Diaphot 300, con una resolución de binning 
mode de 2x2. Las imágenes se adquirieron con un filtro de excitación de 470 nm. Los 
objetivos utilizados en este estudio fueron: Plan ELWD 20× y CF N Plan LWD 100×el. 
La imagen muestra que tanto los límites del soma como la enorme cantidad de 
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conexiones entre estas células son bien visibles, además se observa que no hay 
contaminación significativa de otro tipo de células (≤ 2%). 
10μm
 
Figura 3.1 – Imagen de contraste de fase (CF) representativa de los cultivos de neuronas 
granulares de cerebelo in vitro. Las neuronas fueron fijadas a DIV 8 como se ha descrito 
anteriormente. Imagen obtenida con la cámara Hamamatsu CCD conectada al microscopio de 
epifluorescencia Nikon Diaphot 300. 
 
3.5.2. Medida de la viabilidad celular de las CGN 
 
Se realizaron ensayos de viabilidad celular para garantizar la fiabilidad de los 
resultados obtenidos con las neuronas granulares de cerebelo preparadas en este estudio. 
La viabilidad celular de las neuronas granulares de cerebelo se mide por la reducción 
del MTT a formazán, que es una reacción catalizada por diferentes actividades 
deshidrogenasa de las células viables. Se lavaron las placas con 1 ml de MLocke 25 a la 
temperatura ambiente y a continuación se añadió a las células 0,3 mg/ml de bromuro de 
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-3,5-difeniltetrazolio (MTT) disuelto en MLocke 25 y las 
placas de cultivo fueron mantenidas durante 15 minutos en el incubador a 37 ºC y 5 % 
CO2. Después se eliminó el sobrenadante y se añadió 1 ml de dimetilsulfóxido (DMSO) 
al formazán precipitado en la placa para disolverlo. La cantidad de formazán precipitado 
en cada ensayo se ha determinado espectofotométricamente calculando la diferencia de 
absorción entre 490 nm y 700 nm. Tomando el pertinente control como valor referencial 
de viabilidad, los valores de viabilidad en las diferentes condiciones experimentales se 
expresan como porcentaje del valor de dicho control. 
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3.6. Tratamientos realizados en las neuronas granulares del cerebelo 
 
3.6.1. Tratamiento de las CGN con SIN-1 
 
Considerando que el 3-morpholinosydnonimine (SIN-1) se descompone con la luz 
y con el aumento de la temperatura, se ha determinado experimentalmente su cinética de 
descomposición en nuestras condiciones experimentales utilizando un método 
desarrollado previamente en nuestro laboratorio (Martín-Romero et al., 2004b). Este 
método se basa en que la reacción del peroxinitrito (ONOO-) con el NADH resulta en la 
formación del NAD+ y ●O2- (Kirsch y de Groot, 1999), por lo que se puede utilizar el 
NADH para seguir la cinética de descomposición del SIN-1 produciendo peroxinitrito 
en las soluciones tampón utilizadas en el tratamiento de las CGN. Este método tienen un 
limite de detección de inferior a 0,1 μM de ONOO- a pH 7,4 (Martin-Romero et al., 
2004b), con la ventaja de que la oxidación del NADH a NAD+ por el peroxinitrito es 
equimolecular y su cinética puede ser seguida de manera continua a la longitud de onda 
de 340 nm. La cinética ha sido monitorizada en MLocke 25, a los 37 ºC y con una 
adición inicial de 50 μM de NADH ([NADH]stock = 25 mM, preparado en 50 mM 
Tes/Tris, pH 7,0) y la absorbancia se registró durante 5 minutos. A continuación se 
añadió el SIN-1 a una concentración final en el ensayo de 30 μM. La cinética de caída 
de absorbancia se registró durante 2 horas a 37 ºC. La velocidad de descomposición del 
SIN-1 fue determinada utilizando el coeficiente de extinción molar del NADH: ∆Abs340 
nm = 6,2 mD.O./nmol/ml de NADH.  
El SIN-1 fue preparado directamente en un eppendorf por dilución con agua 
MiliQ, este reactivo se protegió de la luz para evitar a su fotodescomposición y 
congelado a -80ºC inmediatamente después de su uso.  
Para investigar el efecto de SIN-1 sobre las CGN el tratamiento se ha realizado 
al DIV 8 en las neuronas granulares de cerebelo. Para tal fín, las placas conteniendo las 
CGN fueron lavadas con MLocke 25 y posteriormente incubadas durante 1 hora a 37 ºC 
con 0,75 mM de SIN-1 preparado en MLocke 25. Transcurrido el tiempo de incubación 
las placas se lavaron con MLocke25 y se lisaron como se describe en la sección 3.7.1 ó 
se fijaron con para-formaldehído como se describe en la sección 3.8.1.  
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3.6.2. Tratamiento de las CGN con latrunculina B 
 
Para testear el efecto de la latrunculina B (LA) el tratamiento se ha realizado al 
DIV 8 en las neuronas granulares de cerebelo, las placas conteniendo las CGN fueron 
lavadas con MLocke 25 y posteriormente incubadas con 5 µM de latrunculina B 
preparada en MLocke 25 durante 1 hora a 37 ºC. Transcurrido el tiempo de 
incubación las placas se lavaron con MLocke 25 y se lisaron como se describe en la 
sección 3.7.1.  
 
3.6.3. Tratamiento de las CGN con medio bajo en potasio 
 
Al DIV 8, con el objeto de realizar el tratamiento en las células en condiciones 
de bajo potasio, el medio de cultivo fue sustituido por el mismo medio DMEM sin 
suero descrito en la sección 3.5.1 pero disminuyendo la concentración de KCl hasta 5 
mM. Las células fueron mantenidas en este medio durante 3h a 37 ºC, después se 
lavaron las placas con MLocke 5. Las células sometidas a este tratamiento se han 
utilizado para lisados celulares como se describe en la sección 3.7.1. 
 
3.6.4. Tratamiento de las CGN con MβCD y neuraminidasa 
 
El tratamiento con metil-β-ciclodextrina (MβCD) fue realizado en las neuronas 
granulares de cerebelo al DIV 10. En primer lugar realizamos estudios experimentales 
para establecer el intervalo de concentraciones del tratamiento con metil-β-ciclodextrina 
en el cual no ocurre una muerte celular significativa. Para tal fin, se realizaron  
incubaciones de 10-20 minutos con diferentes concentraciones de metil-β-ciclodextrina,  
utilizando las siguientes concentraciones de este reactivo: 0, 2,5, 5, 10, 15, 20 y 25 mM. 
Las disoluciones de las diferentes concentraciones de metil-β-ciclodextrina se 
prepararon por separado en tampón MLocke 25 partiendo de una disolución inicial de 
0,25 M metil-β-ciclodextrina, preparada también en MLocke 25. El tratamiento de las 
CGN con este reactivo se ha iniciado después de cambiar el medio de cultivo F-12 por 
MLocke 25, mediante la adición de la disolución de las concentraciones de metil-β-
ciclodextrina indicadas en los experimentos incluidos en las secciones de resultados. 
Inmediatamente después las placas se han colocado en la estufa de CO2 a una 
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temperatura de 37 ºC y 5 % CO2. Transcurrido el tiempo de incubación indicado en 
cada caso se lavó la placa con 500 µl MLocke 25 y se añadió 1 ml de Mlocke 25.  
El tratamiento de las CGN con neuraminidasa se ha realizado en MLocke 25, es 
decir, después de quitar el medio de cultivo F-12 por MLocke 25 e incubando las 
células durante 1h con 0,4 U/ml de neuraminidasa en la estufa de CO2 a una temperatura 
de 37 ºC y 5 % CO2.  
 
3.7. Estudios de localización de proteínas en la membrana plasmática 
de las CGN  
 
3.7.1.  Preparación de los lisados celulares 
 
Las CGN fueron cultivadas durante 8 días in vitro y lavadas con el tampón 
MLocke 25. A continuación, las CGN fueron resuspendidas y centrifugadas a 4 ºC 
durante 2 minutos a 2.000 g en la microcentrífuga refrigerada Eppendorf, se 
resuspendieron y lisaron los precipitados celulares en 550 µl de solución tampón  (25 
mM Tris–HCl, pH 7,4, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 50 mM NaF, 5 mM NaVO3 y 
0,25% Triton X-100, suplementado con el cocktail inhibidor de proteasas de Roche 
Biochemicals (COMPLETE)  y se incubaron durante 30 minutos a 4 ºC.  
 
3.7.2. Preparación de los rafts lipídicos 
 
Los rafts lipídicos fueron preparados a partir de los lisados celulares y aislados 
utilizando diferentes gradientes de sacarosa, siguiendo un método adaptado de los 
siguientes protocolos (Herreros et al., 2001; Macdonald y Pike, 2005). Se ajustó la 
concentración de sacarosa en las muestras lisadas al 41 % antes de cargarla encima de 
las disoluciones de las diferentes concentraciones de sacarosa utilizadas para formar el 
gradiente: la de 35% y la de 16 % preparadas en 25 mM Tris–HCl, pH 7,4, 150 mM 
NaCl, 5 mM EDTA, 50 mM NaF y 5 mM NaVO3. Para el aislamiento de los rafts 
lipidicos las muestras fueron centrifugadas a 256.000 g durante 5 h a 4 ºC en la 
ultracentrífuga utilizando el rotor SW60. La muestra fue recogida en 10 fracciones 
contando desde la parte superior del tubo de centrifuga y se numeraron desde el 1 al 10.  
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3.7.3. Determinación de la localización de las proteínas marcadoras de rafts 
lipídicos, de los sistemas de transporte de calcio, de los sistemas redox y de las 
proteínas quinasas en la membrana plasmática de las CGN 
 
Con el objetivo de identificar y confirmar las fracciones de rafts lipídicos se 
analizó la presencia de las proteínas marcadoras de rafts lipídicos en las diferentes 
fracciones recolectadas tras la centrifugación en gradiente de sacarosa. Para tal fin, las 
muestras fueron analizadas por SDS-PAGE y por western blotting utilizando tres 
marcadores ampliamente aceptados de los raft lipídicos de la membrana plasmática (H-
Ras, flotillina y caveolina-1). Además de estas proteínas marcadoras de rafts lipídicos y 
con el objeto de analizar la localización de las proteínas correspondientes a los sistemas 
de entrada y salida de calcio así como de las proteínas redox y proteínas quinasas se han 
utilizado anticuerpos específicos contra cada una de estas proteínas. Así, para los 
sistemas de entrada de calcio se utilizaron los anticuerpos anti-LVOCC y anti-NMDAr; 
para los sistemas de salida de calcio fueron utilizados los anticuerpos anti-PMCA1/4 y 
anti-NCX1, en el caso de las proteínas redox se utilizaron los anticuerpos anti-nNOS y 
DIA-1 y en el caso de las proteina quinasas se utilizaron los anticuerpos anti-PKA y 
anti-CaMKII (tabla 3.1). 
La cantidad de proteína cargada para estas muestras fue de 2 y 2,5 µg por pocillo 
en cada gel, dependiendo de la concentración de proteína obtenida en cada preparación 
de rafts lipídicos. Todos los demás procedimientos de SDS-PAGE y western blotting 
fueron realizados como ha sido descrito en la sección 3.4.2. 
 
3.8. Estudios de FRET 
 
3.8.1. Fijación de las neuronas granulares del cerebelo 
 
Para las medidas de FRET se utilizaron las CGN maduras al DIV 8 en placas de 
24 pocillos con una densidad de 600.000 células por pocillo. Los pocillos fueron 
lavados con el tampón MLocke 25 para limpiar el rojo fenol que queda del medio en las 
placas. Después se fijaron las células con 2,5 % (m/v)  para-formaldehído, 3 mM 
MgCl2, 2 mM ácido etilén-glicol-bis(2-aminoetiléter)-N,N,N′,N′-tetraacético (EGTA) y 
0,32 M sacarosa en tampón PBS. 
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3.8.2. Obtención de imágenes de microscopía de fluorescencia 
 
A lo largo de todo el trabajo presentado en esta Tesis Doctoral las imágenes de 
microscopía de fluorescencia de las CGN se adquirieron con dos cámaras de 
microscopia diferentes y para cada una de ellas se ajustaron los tiempos de exposición 
para la obtención de imágenes. Se han utilizado la cámara Hamamatsu HiSCA CCD 
C6790-81 y la cámara Hamamatsu CCD ORCA-R2 ambas conectadas al microscopio de 
epifluorescencia Nikon Diaphot 300, con una resolución de binning mode de 2x2. Las 
imágenes se adquirieron con un filtro de excitación de 470 nm, con un espejo dicroico a 
510 nm/filtro de emisión a los 520 nm (fluorescencia verde del donador) y con un 
espejo dicroico a 580 nm/filtro de emisión a los 590 nm (fluorescencia roja del aceptor), 
utilizando objetivos plan-acromáticos, siendo el más utilizado en este estudio el Plan 
ELWD 20×. 
La intensidad de fluorescencia de las imágenes seleccionadas y de los somas 
seleccionados se cuantificó con el software Argus/Hisca de la cámara Hamamatsu CCD 
como se ha indicado en trabajos anteriores de nuestro laboratorio (Samhan-Arias et al., 
2006; Samhan-Arias et al., 2009) y con el software HCImage de la cámara Hamamatsu 
ORCA-R2 (Marques-da-Silva et al., 2010). Las imágenes en pseudo-color se 
transfirieron al formato TIFF para permitir el análisis con el software Image J de los 
histogramas de color.  
Para los experimentos de FRET se utilizaron las células fijadas como se ha 
descrito anteriormente. Las neuronas fueron incubadas a 37 ºC durante 1 hora con el 
anticuerpo primario en PBS suplementado con 0,2 % Triton X-100 y lavadas 6 veces 
con PBS. Posteriormente las células se incubaron 30 minutos las células con el 
anticuerpo secundario correspondiente marcado con el fluoróforo Alexa-488 en PBS 
suplementado con 0,2 % Triton X-100 y se lavaron 6 veces con PBS. Después de 
obtener las imágenes de microscopia de fluorescencia con el donador se incubaron las 
CGN con el segundo anticuerpo primario durante 1 hora a 37 ºC en PBS suplementado 
con 0,2 % Triton X-100 y se lavaron 6 veces, obteniéndose a continuación una segunda 
serie de imágenes de microscopia de fluorescencia. Posteriormente se ha realizado una 
incubación de 30 minutos con el anticuerpo secundario fluorescente apropiado (marcado 
con el fluoróforo Cy3) en PBS suplementado con 0,2 % Triton X-100 y se lavaron 6 
veces con PBS antes de obtener las imágenes de microscopia de fluorescencia con el par 
donador-aceptor. 
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La especificidad de los anticuerpos primarios para las proteínas seleccionadas en 
este estudio fue confirmada experimentalmente en todos los casos por la presencia de 
una banda principal con 90 % de intensidad con el peso molecular de la proteína 
correspondiente en el western blotting de lisado celular de las neuronas granulares de 
cerebelo, como en trabajos anteriores en nuestro laboratorio (Samhan-Arias et al., 2009; 
Samhan-Arias et al., 2012). Los anticuerpos que no tenían al menos este grado de 
especificidad de unión fueron descartados y no han sido utilizados en este trabajo. Antes 
de iniciar los experimentos de FRET se realizaron controles para confirmar que las 
CGN tratadas con los anticuerpos secundarios Alexa488-IgG y Cy3-IgG en ausencia de 
los anticuerpos primarios no presentaban una señal de fluorescencia significativa con 
los tiempos de exposición y otras condiciones de medida utilizadas para la 
determinación de FRET (<10% de la señal registrada en CGN tratadas con los 
anticuerpos primarios pertinentes). 
 
3.8.3. Transferencia de energía de resonancia de fluorescencia (Fluorescence  
Resonance Energy Transfer, FRET) 
 
La eficiencia de FRET mide la fracción de energía de los fotones absorbidos por 
el donador que es transferida al aceptor (Stryer, 1978; Gutierrez-Merino et al., 1984). 
Para un par donador/aceptor con una orientación aleatoria, la eficiencia de FRET (E) 
depende de distancia de separación entre donador y aceptor (r): E = r−6/(R0 − 6+r−6), 
donde R0 es la distancia de 50 % de eficiencia de FRET y puede ser calculado a partir 
de la integral de solapamiento entre el espectro de emisión del donador y el espectro de 
absorción del aceptor (Gutierrez-Merino et al., 1989; Centeno y Gutierrez-Merino, 
1992; Samhan-Arias et al., 2006). Los fluoróforos Alexa488 y Cy3 son un buen par 
donador/aceptor para experimentos de FRET, con un valor de R0 entre 5 y 6 nm 
(Haugland, 2005). Como la eficiencia de FRET es menor que el 2% cuando r =2·R0, la 
distancia máxima a la que FRET es detectable con cierto grado de fiabilidad 
experimental entre un único par Alexa488 y Cy3 es menor que 12 nm.  
Cada anticuerpo secundario está marcado con más de 1 mol de Cy3 por mol de 
anticuerpo, por esta razón cuando se utilizan anticuerpos que forman pares donador-
aceptor de FRET siempre se da una situación de FRET de un donador hacia múltiples 
aceptores. En el caso de microdominios de proteínas en membranas biológicas, además 
es muy probable la presencia de más de una molécula aceptora alrededor de las 
40
3. Materiales y métodos 
proteínas marcadas con el donador. Las ventajas de una situación de FRET como esta es 
que hay un error mínimo cuando se asume que hay orientación aleatoria entre el 
donador y el aceptor y la distancia de separación máxima para que FRET sea 
experimentalmente detectable aumenta cerca de dos veces (Gutierrez-Merino, 1981b; 
Gutierrez-Merino et al., 1994). 
La contribución de la intensidad de fluorescencia de la cola del pico de emisión 
del donador en la fluorescencia roja (FR) en las CGN con doble tinción (Alexa488: 
donador; Cy3: aceptor) es menor que el 20 % en todos los resultados experimentales 
mostrados en este estudio. Esta contribución fue corregida adquiriendo las imágenes de 
fluorescencia verde [FV(Alexa488)] y roja [FR(Alexa488)] de las CGN teñidas sólo con 
el anticuerpo primario y su correspondiente Alexa488 IgG, y después se ha calculado la 
señal de la ratio de de intensidades de fluorescencia roja/verde, R(Alexa488). Con este 
valor se calculó la contribución de la señal de fluorescencia roja del Alexa488 en las 
CGN doblemente teñidas: FR(Alexa488)=FV(Alexa488)·R(Alexa488) y por ultimo 
hemos restado estos valores de FR(Alexa488) de la FR total medida en CGN 
doblemente teñidas con Alexa488 y Cy3. 
 
3.9. Estudios de inmunoprecipitación 
 
 Para obtener el complejo anticuerpo-matriz se ha añadido en un eppendorf 5 µg 
del anticuerpo con el cual se desea precipitar la muestra, 50 µl de la matriz con el 
mismo origen del anticuerpo y 500 µl TBS. El complejo fue incubado durante 1h en un 
rotor de tubos con agitación contínua. La matriz fue precipitada por centrifugación 
durante 30 segundos a 4 ºC en la máxima velocidad permitida por la microcentrífuga 
Eppendorf refrigerada 5415R (16.100 g). Se elimina el sobrenadante y se lava la matriz 
precipitada 3 veces con TBS, repitiendo el paso de máxima velocidad de centrifugación 
para una mejor eliminación del sobrenadante. 
 Para estos experimentos se han preparado los lisados celulares como ha sido 
descrito en la sección 3.7.1. En un eppendorf se añaden 2 mg de proteína de los lisados 
de neuronas granulares del cerebelo y 40 µl de la matriz para realizar un lavado previo y 
se agitó durante 30 minutos en un rotor de tubos. La matriz se precipitó por 
centrifugación durante 30 segundos a 16.100 g y a 4 ºC en la microcentrifuga Eppendorf 
5415R. Evitando resuspender el precipitado se retiró el sobrenadante y se depositó en 
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un tubo eppendorf limpio, eliminando el precipitado donde está la matriz. A 
continuación se le añade 25 mM MβCD, se homogeneiza y se traslada para el tubo con 
el complejo precipitado anticuerpo-matriz obtenido en el paso anterior (párrafo 
anterior). El tubo se incuba 1 hora con agitación a la temperatura ambiente en el rotor de 
tubos. A continuación se centrifugó a 4 ºC durante 30 segundos a 16.100 g en la 
microcentrifuga Eppendorf 5415R con el objeto de precipitar la matriz y se retiró 
cuidadosamente el sobrenadante. La matriz fue lavada 4 veces con TBS, repitiendo el 
paso de centrifugación a 16.100 g a 4ºC para una mejor eliminación de restos del 
sobrenadante. Al precipitado final se añadió 7 µl de tampón de muestra y la urea y la 
saponina (como ha sido descrito en la sección  3.4.2.), se hirvió durante 5 minutos y las 
muestras fueron depositadas en el gel SDS-PAGE preparado previamente. 
Posteriormente, se realizó la electroforesis como se ha descrito previamente en la 
sección 3.4.2. y la transferencia como se ha descrito previamente para la realización de 
western blotting: bloqueo, incubación con los anticuerpos primario y secundario y 
revelado por quimioluminiscencia. 
 
3.10. Determinación de la concentración de Ca2+ libre intracelular en 
las CGN in vitro 
  
3.10.1. Carga de las CGN con fura-2 AM 
 
Para determinar la concentración de Ca2+ libre intracelular ([Ca2+]i), se utilizó la 
sonda fluorescente fura-2 acetoximetil ester (fura-2 AM), ya que el derivado 
esterificado acetoximetil éster (AM) permite que la sonda atraviese con facilidad la 
membrana plasmática y se hidrolice rápidamente por las esterasas intracelulares. La 
forma esterificada de la sonda no es soluble en agua y por eso se disolvió en DMSO a la 
concentración de 1 mM y se almacenó en la oscuridad a -20 ºC. 
La carga del fura-2 AM en las células se ha realizado procediendo a una pre-
incubación de 45 a 60 minutos de las CGN con 5 µM de fura-2 AM y con 0,025 % 
Pluronic-F127 a 37 ºC, 5 % CO2. El Pluronic-F127 se ha utilizado para facilitar la 
dispersión de la sonda, evitando artefactos experimentales derivados de la formación de 
microgotículas de la misma. 
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3.10.2. Obtención de las imágenes de microscopía de fluorescencia  
 
Una vez cargadas las células con fura-2 AM, las CGN se lavaron con 1 ml de 
tampón MLocke 25. La obtención de las imágenes de microscopia de fluorescencia se 
realizó como ha sido descrito en trabajos anteriores de nuestro laboratorio (Gutiérrez-
Martín Y. et al., 2005; García-Bereguiaín et al., 2008). La placa fue colocada en un 
soporte de control termostatizado a 37 ºC (Warner Instrument Co., Hamden, CT, USA) 
insertado en el microscopio invertido Nikon Diaphot 300 equipado con un accesorio de 
epifluorescencia y una rueda de filtros de excitación, con una resolución de “binning 
mode” de 2x2. Las imágenes de microscopía de fluorescencia de las CGN se 
adquirieron con una cámara ORCA-R2 y el controlador de la rueda de filtros Lambda 
10-2. Las imágenes fueron analizadas con el software HCImage de la cámara ORCA-R2.  
Considerando que el fura-2 AM presenta un espectro de excitación con dos máximos 
situados a 340 y 380 nm, donde la primera longitud de onda sirve para monitorizar la 
concentración del complejo fura-2-Ca2+, mientras que la segunda corresponde al fura-2 
libre en el medio, se han utilizado los filtros de excitación de 340 nm y 380 nm, con un 
espejo dicroico a 510 nm y un filtro de emisión a los 520 nm. Para determinar la 
concentración intracelular de calcio en las neuronas se han utilizado las imágenes de 
ratio de intensidades de fluorescencia (340/380) obtenidas y la concentración de calcio 
fue calculada con la siguiente ecuación:  
 
[Ca2+]i = Kd · {(R - Rmin)/(Rmáx – R)} · β 
 
Donde R es el valor promedio de la ratio calculada de la fluorescencia (340/380) 
y Rmáx y Rmin son los valores de ratio (340/380) para el fura-2 saturado por calcio y para 
fura-2 libre en las CGN precargadas con fura-2 AM, respectivamente. El parámetro β 
representa el valor medio de la ratio de intensidades de fluorescencia entre el fura-2  
libre y el fura-2 unido a calcio a una longitud de onda de 380 nm. La constante de 
disociación (Kd) de esta sonda, para Ca2+ es de 225 nM, lo que permite con esta sonda 
determinar valores de [Ca2+]i, desde 20-30 nM hasta 0,5-1 µM. 
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3.10.3. Cambios en la concentración del calcio intracelular en las CGN in vitro en 
presencia de L-glutamato, nifedipina, nimodipina y otras dihidropiridinas 
fluorescentes 
 
Para evaluar el efecto del L-glutamato y de la nifedipina o nimodipina sobre la 
concentración del calcio intracelular de las CGN y para validar el uso de dos sondas 
fluorescentes derivadas de la dihidropiridina (DHP), DM-Bodipy DHP y ST-Bodipy 
DHP, que se ligan a los canales de calcio tipo L activados por voltaje (L-VOCC) en las 
CGN in vitro, se ha estudiado el efecto de estas sondas en la concentración del calcio 
intracelular. Las neuronas se han incubado con fura-2 AM, se han lavado 
posteriormente con MLocke 25 y se han obtenido las imágenes de ratio de intensidades 
de fluorescencia a 340/380 como se ha descrito en la sección anterior. El protocolo 
experimental básico seguido ha sido el siguiente: se registraron imágenes de ratio de 
intensidades de fluorescencia 340/380 durante algunos minutos y a continuación se 
añadió 100 µM de L-glutamato o 1 µM de nifedipina o de nimodipina o diferentes 
concentraciones de los derivados fluorescentes Bodipy-DHP, almacenando imágenes a 
cortos intervalos de tiempo hasta alcanzar la estabilidad de la señal de ratio de 
intensidades de fluorescencia (340/380) en el soma de las CGN. En el caso del DM-
Bodipy DHP y del ST-Bodipy DHP se utilizaron diferentes concentraciones para 
determinar el intervalo de concentraciones a utilizar de estas sondas fluorescentes. 
 
3.10.4. Tratamiento de las CGN in vitro con MβCD, MK-801 y APV en los 
experimentos de medida de la concentración del calcio intracelular. 
 
Cuando se realizó el tratamiento con la MβCD este reactivo fue añadido en la 
placa y se registraron imágenes de ratio de intensidades de fluorescencia 340/380 
durante algunos minutos antes de la adición de L-glutamato, nifedipina o nimodipina. El 
mismo protocolo experimental se ha utilizado para estudiar el efecto de [(+)-5-metil-
10,1l-dihidro-5H-dibenzo[a,d]ciclohepteno-5,10-imino maleato] MK-801 y de [(2R)-amino-5-
phosphonopentanoate] APV sobre la respuesta de la concentración del calcio libre 
intracelular a la adición del L-glutamato. 
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3.10.5. Efecto de la MβCD y de la neuraminidasa en la respuesta de la 
concentración del calcio libre intracelular a cambios de la concentración del 
potasio en el medio extracelular.  
  
Para estudiar el efecto del tratamiento con MβCD y neuraminidasa en la 
disminución del calcio citosólico provocada por la disminución de potasio en el medio 
extracelular se han incubado las placas 1h con el fura-2 AM a 37 ºC y en atmósfera del 
5 % de CO2 para el caso de la MβCD o incubando el fura-2 AM de simultánea con 0,4 
U/ml de neuraminidasa a 37 ºC y en atmósfera del 5 % de CO2. Tras finalizar la 
incubación se hizo un lavado con MLocke 25 antes de poner la placa Petri en el soporte 
termostatizado del microscopio. Tras registrar la ratio 340/380 en la situación control 
durante 10 minutos se ha cambiado el medio de las CGN a MLocke 5, y la ratio 
340/380 se ha registrado también después de la disminución del potasio extracelular a 
una concentración de 5 mM. En el caso de la MβCD, este agente se anadió 
inmediatamente después del cambio de medio a MLocke 5, registrándose a continuación 
la cinética de la respuesta de la ratio 340/380. 
Para estudiar el efecto del tratamiento con MβCD sobre la elevación de la 
concentración del calcio libre intracelular por la despolarización parcial de la membrana 
plasmática de las CGN causada por el incremento de la concentración de potasio en el 
medio extracelular, estas neuronas fueron sometidas al tratamiento con bajo potasio con 
dos tiempos de incubación con el tampón MLocke 5, uno de 50 minutos y otro de 3 
horas, en ambos casos a 37 ºC y en atmósfera del 5 % de CO2. En el caso de 50 minutos 
esta incubación fue realizada después de la incubación con el fura-2 AM y de un lavado 
previo con MLocke 5. Para la situación de 3 horas de incubación las células fueron 
primeramente incubadas con el MLocke 5 y al inicio de la tercera hora de incubación se 
adicionó el fura-2 AM. Una vez finalizada la incubación se hizo un lavado con MLocke 
5 antes de poner la placa Petri en el soporte termostatizado del microscopio. Tras 
registrar la ratio 340/380 en la situación de bajo potasio durante 10 minutos se añadió a 
la placa 20 mM KCl para alcanzar una concentración final de 25 mM de potasio en el 
medio extracelular y se han adquirido imágenes de fluorescencia a intervalos cortos 
hasta que la ratio de intensidad de fluorescencia en el soma neuronal se estabiliza. La 
MβCD fue añadida junto con el KCl y, subsiguientemente, se procedió a la adquisición 
de imágenes de ratio de intensidad de fluorescencia como se ha indicado previamente. 
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3.10.6. Tratamiento de las CGN in vitro con inhibidores específicos de diferentes 
proteínas quinasas en los experimentos de medida de la respuesta de la 
concentración del calcio intracelular al L-glutamato y nifedipina. 
 
El tratamiento con inhibidores de las proteínas quinasas se realizó añadiendo 
estos moduladores en la placa después de tener una señal de ratio de intensidades de 
fluorescencia (340/380) estable de las neuronas granulares de cerebelo in vitro 
previamente incubadas con fura-2 AM y lavadas con MLocke 25. Tras la adición de los 
inhibidores de las proteínas quinasas, se registraron las imágenes de  ratio de 
intensidades de fluorescencia 340/380 hasta obtener una vez más la estabilidad de la 
señal antes de la adición de L-glutamato o nifedipina. Las proteínas quinasas testeadas 
en este trabajo de Tesis Doctoral han sido la PKA, la PKC y la CaMKII. 
 
3.10.7. Efecto de inhibidores de proteínas quinasas en la respuesta de la 
concentración del calcio libre intracelular a cambios de la concentración del 
potasio en el medio extracelular.  
 
Para estudiar el efecto del tratamiento con inhibidores específicos de la PKA y 
de la CaMKII sobre la elevación de la concentración del calcio libre intracelular por la 
despolarización parcial de la membrana plasmática de las CGN causada por el 
incremento de la concentración de potasio en el medio extracelular, estas neuronas 
fueron sometidas a una incubación con el fura-2 AM durante 1h a 37 ºC y en atmósfera 
del 5 % de CO2 y posteriormente se hizo un lavado con tampón MLocke 5. Para el 
tratamiento con bajo potasio se incubaron las CGN en MLocke 5 durante 50 minutos a 
37 ºC y en atmósfera del 5 % de CO2. En los últimos minutos de incubación con 
MLocke 5 se añadió: 1) H-89 (un inhibidor de la PKA) o el correspondiente volumen 
del solvente aplicado con el inhibidor (DMSO); 2) KN-93 (un inhibidor de la CaMKII) 
o el correspondiente volumen control del solvente aplicado con el inhibidor (H2O). Tras 
finalizar la incubación se colocó la placa Petri en el soporte termostatizado del 
microscopio. Una vez registrada la ratio 340/380 en la situación de bajo potasio durante 
10 minutos se añadió a la placa 20 mM KCl para alcanzar una concentración final de 25 
mM de potasio en el medio extracelular y se han adquirido imágenes de fluorescencia a 
intervalos cortos hasta que la ratio de intensidad de fluorescencia en el soma neuronal 
alcanza un nuevo valor estable.  
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3.10.8. Tratamiento de las CGN in vitro con SIN-1 y jasplakinolide en los 
experimentos de medida de la concentración del calcio intracelular en respuesta a 
la aplicación de la nifedipina. 
 
Se adquirieron imágenes de ratio 340/380 de las neuronas granulares de cerebelo 
in vitro previamente incubadas con fura-2 AM y lavadas con MLocke 25. El tratamiento 
con SIN-1 se realizó añadiendo esto agente oxidante directamente en la placa después 
de tener una señal de ratio de intensidades de fluorescencia (340/380) estable y se 
registraron imágenes de  ratio de intensidades de fluorescencia 340/380 hasta alcanzar la 
estabilización de la señal antes de la adición de nifedipina. A continuación, se adicionó 
la nifedipina al medio de cultivo y se registró la cinética de evolución de la 
concentración del calcio intracelular hasta nueva estabilización de señal de la ratio 
340/380. El mismo procedimiento se realizó en la situación de pre-incubación con 
jasplakinolide durante 30 minutos a 37 ºC y en atmósfera del 5 % de CO2. 
 
3.11. Cuantificación del colesterol 
 
La cuantificación del colesterol en las fracciones de rafts lipídicos y en los 
lisados celulares tratados con MβCD se efectuó empleando Amplex Red (10-acetil-3,7-
dihidroxifenoxazina), una sonda fluorescente con elevada sensibilidad y especificidad 
para el H2O2. El Amplex Red adquiere color cuando reacciona con el peróxido de 
hidrógeno (H2O2) en una reacción de estequiométrica de 1:1 produciendo la resorufina 
que es altamente fluorescente (excitación/emisión máxima=570/585 nm). Así se realizó 
una curva de calibrado a 37 º C con adiciones consecutivas de H2O2 a la cubeta. La 
composición del medio de ensayo utilizado (pH 7,0) es la siguiente: 50 mM KH2PO4, 
100 mM KCl, 0,1 mM EDTA en presencia de 50 µM Amplex Red y 0,2 U/ml de HRP. 
La valoración del colesterol en las muestras se realizó añadiendo 1 U/ml de colesterol 
oxidasa que oxida el colesterol presente en las fracciones para formar 4-colestenona y 
peróxido de hidrógeno en una reacción equimolecular. La fluorescencia de la resorufina 
se monitorizó con un fluorímetro Perkin-Elmer modelo 650-40 funcionando en ratio 
mode, se fijaron las longitudes de onda de excitación y emisión a 530 y 590 nm, 
respectivamente, con con rendijas excitación y de emisión de 10 nm. La fluorescencia 
fue registrada durante una hora y treinta minutos hasta alcanzar un valor estable de 
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fluorescencia. Las unidades de fluorescencia fueron convertidas a nmoles de H2O2 
usando la recta de calibrado obtenida anteriormente con la adición de cantidades 
conocidas de H2O2.  
 
3.12. Análisis estadístico 
 
Todos los resultados mostrados son el promedio y desviación estándar (SD) de 
los resultados obtenidos con medidas de duplicados experimentales utilizando al menos 
tres preparaciones de CGN diferentes (n ≥6). El análisis estadístico se ha realizado 
utilizando el test no-paramétrico de Mann-Whitney. Las diferencias han sido 
consideradas significativas cuando p<0,05.  
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4.1. Localización de los principales sistemas de entrada y de salida de 
calcio en microdominios proteicos asociados a los rafts lipídicos de las 
neuronas granulares de cerebelo.  
 
4.1.1. Las preparaciones de rafts lipídicos están enriquecidas en sistemas de 
transporte relevantes para la homeostasis del calcio citosólico y también en 
sistemas redox que generan especies reactivas del oxígeno (ROS) y del nitrógeno 
(RNS). 
 
Los fragmentos de membrana preparados a partir de lisados celulares de 
neuronas granulares de cerebelo fueron fraccionados utilizando gradientes de densidad 
de sacarosa como se ha indicado en el apartado de “Materiales y métodos” (sección 
3.7.1. y 3.7.2). Los análisis por western blotting de las fracciones revelaron que los 
marcadores típicos de rafts lipídicos como el H-Ras, la flotilina, la caveolina-1 y la 
caveolina-2 están ampliamente enriquecidos en las fracciones 1-5 (Fig. 4.1.1). 
Adicionalmente, las fracciones 1-5 son también fracciones muy enriquecidas en 
colesterol (Fig. 4.1.2), de acuerdo con lo esperado para las preparaciones de rafts 
lipídicos. Debe notarse que la caveolina-2 tiene una distribución más difusa entre las 
diferentes fracciones del gradiente de densidad, lo que es consistente con su presencia 
no sólo en los rafts lipídicos sino también en membranas de la vía de endocitosis 
(Shmuel et al., 2007).  
Flotillin
Cav2
Cav1
H-RAS
1       2        3        4        5       6           7       8 9
 
 
Figura 4.1.1 – Determinación por western blotting de las fracciones de membrana plasmática 
de CGN correspondiente a rafts lipídicos (fracciones 1-5) mediante el uso de marcadores típicos 
de rafts lipídicos: H-Ras (21/29 kDa), flotillina (45 kDa), caveolina-1 (22 kDa) y caveolina-2 
(25 kDa). En los geles se cargó la misma cantidad de proteína por fracción. 
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Figura 4.1.2 – Las fracciones de rafts lipídicos (1-5) están enriquecidas en colesterol. El 
contenido en colesterol se midió mediante el uso de un método en el que se utiliza Amplex Red 
acoplado a colesterol oxidasa, tal y como se describe en el capítulo 3.11 de “Materiales y 
métodos”.  
 
Una vez contrastadas y validadas las preparaciones de rafts lipídicos de las CGN 
(fracciones 1-5 del gradiente de densidad de sacarosa) procedimos a cuestionar la 
posible presencia en los mismos de los principales sistemas de transporte de calcio de la 
membrana plasmática de las CGN implicados en el control de la homeostasis del calcio 
citosólico de estas neuronas. Como se muestra en la figura 4.1.3, las fracciones de rafts 
lipídicos están muy enriquecidas en L-VOCC, NMDAr, PMCA y NCX. En otros 
trabajos de nuestro laboratorio hemos demostrado la presencia de la Cb5R, una proteína 
redox que está implicada en la sobreproducción de ROS durante una etapa temprana de 
la apoptosis de las CGN, en los microdominios asociados a los rafts lipídicos de la 
membrana plasmática (Samhan-Arias et al., 2009; Samhan-Arias et al., 2012). Los 
resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral nos han permitido confirmar este punto y 
además que la nNOS se encuentra también enriquecida en los rafts lipídicos aislados de 
CGN (Fig. 4.1.3).  
Por consiguiente, estos resultados ponen de manifiesto la fuerte asociación a los 
microdominios de rafts lipídicos de la membrana plasmática de CGN de los principales 
sistemas de transporte de calcio responsables del control de la homeostasis del calcio 
citosolico neuronal, y de las principales proteínas redox responsables de la producción 
de ROS. Hemos utilizado una aproximación experimental alternativa, imágenes de 
FRET de las células maduras fijadas con el objeto de confirmar estas conclusiones. 
Además, las imágenes de FRET nos permitieron por una parte evaluar 
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experimentalmente la magnitud de la partición de estas proteínas en microdominios de 
tamaño menor de 0,2 μm de diámetro (submicrodominios) asociados a los rafts lipídicos 
y por otra parte estudiar la proximidad relativa entre estas proteínas dentro de estos 
submicrodominios. 
NMDAr
1         2          3        4          5       6         7    8        9
PMCA1/4
NCX
L-VOCC
Cb5R
nNOS
 
Figura 4.1.3 – Presencia de las proteínas L-VOCC, NMDAr, PMCA, NCX, Cb5R y nNOS en 
los rafts lipídicos. Los L-VOCC (164/190 kDa), el NMDAr (177 kDa), la PMCA (129-140 
kDa), el NCX (67 kDa), la Cb5R (33 kDa) y la nNOS (155 kDa), están fuertemente enriquecidos 
en los rafts lipídicos (fracción 1-5). El porcentaje total de cada proteína en las fracciones 1-5 es 
de 85 % para los L-VOCC, 94 % para el NMDAr, 72 % para la PMCA, 64 %para el NCX, 100 
% para la Cb5R y 89 % para la nNOS. En los geles se cargó la misma cantidad de proteína por 
fracción. 
 
4.1.2. Optimización de las condiciones experimentales en microscopía de 
fluorescencia para demostrar la existencia de FRET entre pares seleccionados y 
cuantificar la intensidad de FRET con el sistema de análisis de imagen acoplado al 
microscopio de fluorescencia.  
 
 Para la adquisición de imágenes de microscopía de fluorescencia se han 
seleccionado campos con una densidad celular similar, sin grandes agregados 
neuronales o gránulos, como en trabajos previos de nuestro laboratorio (Samhan-Arias 
et al., 2006; Samhan-Arias et al., 2009). Antes de proceder a la adquisición de las 
imágenes de microscopía de fluorescencia con los pares de FRET incluidos en este 
trabajo de Tesis Doctoral se optimizaron las condiciones de tratamiento de tinción de las 
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CGN (concentraciones de los anticuerpos y ligandos fluorescentes y tiempos de 
incubación) para posibilitar la adquisición de las imágenes de microscopía de 
fluorescencia utilizando tiempos de exposición bajos, de manera que la intensidad de la 
autofluorescencia de las CGN fuera inferior al 10% de la intensidad de fluorescencia 
medida en las células tratadas con los agentes de tinción seleccionados. Más aún, con 
los tiempos de exposición utilizados en los diferentes experimentos incluidos en este 
trabajo, la señal de autofluorescencia de las CGN  no generó imágenes coherentes de las 
células, por insuficiente contraste entre las células y el fondo de fluorescencia. 
 La fotodescomposición de las moléculas fluorescentes por irradiación con 
láseres es un serio problema para la determinación fiable de la eficiencia de FRET y 
este hecho recomienda el uso de la microscopía de fluorescencia convencional para tal 
fin. Esta es también la razón por la que en este trabajo hemos controlado 
cuidadosamente y minimizado la exposición de las CGN marcadas con sondas 
fluorescentes a destellos repetidos de la lámpara de xenon del microscopio de 
epifluorescencia durante el manejo de las muestras y durante la adquisición de las 
imágenes de intensidad de fluorescencia. Los marcadores fluorescentes de los 
anticuerpos utilizados en este estudio (Alexa488 y Cy3) sufrieron menos de un 10% de 
disminución de fluorescencia tras exposición a 4 destellos de la lámpara de una 
duración de 500 milisegundos cada uno, el máximo número de destellos a los que los 
campos seleccionados de las placas han sido expuestos durante la adquisición de 
imágenes de microscopía de fluorescencia para análisis cuantitativo. Adicionalmente, 
las placas utilizadas para minimizar y definir el tiempo de duración del destello de la 
lámpara de xenon han sido descartadas para el análisis cuantitativo posterior. 
Finalmente, se ha determinado en cada caso la contribución cuantitativa de la 
fotodescomposición y la intensidad de eficiencia de FRET se ha determinado como se 
indica a continuación. 
 Puesto que ambos FRET y fotodescomposición pueden producir una extinción 
parcial de la fluorescencia del donador (fluorescencia verde en los experimentos 
desarrollados en esta Tesis Doctoral), el criterio básico que hemos utilizado para 
confirmar que FRET contribuye a la disminución de la fluorescencia del donador ha 
sido la observación paralela de incremento de la fluorescencia del aceptor (fluorescencia 
roja en los experimentos de esta Tesis Doctoral). Por tanto, un incremento en la relación 
entre las intensidades de fluorescencia roja y verde (ratio FR/FV) es un indicador rápido 
y sencillo de presencia de FRET en CGN doblemente marcadas con moléculas 
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donadoras y aceptoras, por ejemplo, CGN teñidas con anticuerpos específicos de un par 
de proteínas seleccionadas y sus correspondientes anticuerpos secundarios marcados 
con Alexa488 y Cy3. Adicionalmente, la necesidad de registrar datos cuantitativos de la 
intensidad de fluorescencia verde (FV) y roja (FR) limita la duración de los destellos 
lumínicos de la lámpara xenon a un intervalo de tiempos en los que no se produce 
saturación de señal en los píxeles de la imagen del campo de observación seleccionado 
en la placa. Puesto que este hecho ha implicado utilizar en algunos experimentos un 
tiempo de duración de los destellos lumínicos de la lámpara de xenon diferentes para la 
adquisición de las imágenes cuantitativas de FV y de FR procedimos en primer lugar a 
calibrar la intensidad de fluorescencia en función de la duración del destello lumínico. 
Los resultados mostraron que la intensidad promedio por píxel de la fluorescencia en las 
neuronas marcadas depende linealmente con el tiempo de duración del destello 
lumínico, dentro del intervalo de tiempos utilizados en este estudio. Este resultado nos 
permitió comparar cuantitativamente la extinción de la FV con el incremento de la FR 
en CGN del mismo campo de observación de una placa Petri.  
   En el caso de que FRET sea la única causa de extinción de la fluorescencia del 
donador (FV) y que la migración fotónica entre aceptores sea despreciable, el valor 
teórico esperado para la relación entre el incremento de la FR y la extinción de la FV es 
1. Los resultados mostrados en la figura 4.1.4 demuestran que esta relación (Ratio 
ΔFRoja/ΔFVerde)  es de 0,90±0,05 para CGN teñidas con varios de los pares de 
anticuerpos secundarios fluorescentes unidos a los anticuerpos primarios contra pares de 
proteínas seleccionadas y utilizadas en este estudio, siempre que las CGN teñidas 
tengan intensidades de las fluorescencias FV y FR balanceadas. Por tanto, podemos 
concluir que en estas condiciones experimentales FRET es la causa de >90±5% de la 
extinción de la FV en CGN doblemente teñidas con los fluoróforos donador y aceptor. 
Por estas razones, todos los experimentos de FRET descritos en las secciones 
posteriores de esta Tesis Doctoral se han realizado con CGN teñidas de manera que la 
intensidad de fluorescencia del donador (por ejemplo, anticuerpo secundario marcado 
con Alexa488) y del aceptor (por ejemplo, anticuerpo secundario marcado con Cy3) 
está balanceada y con valores de relación de intensidades. 
Todas las imágenes de fluorescencia verde y roja presentadas en las secciones 
posteriores de esta Tesis Doctoral fueron adquiridas como se ha indicado anteriormente 
en el apartado de “Materiales y métodos” 3.8.2. La intensidad de fluorescencia se 
relaciona directamente con la intensidad de brillo de las imágenes incluidas en esta 
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Tesis Doctoral, es decir, una mayor intensidad de fluorescencia para una imagen más 
brillante y una menor intensidad de fluorescencia para una imagen menos brillante. Los 
resultados incluidos en esta Tesis Doctoral han sido obtenidos para cada par de FRET 
promediando los experimentos de, por lo menos, tres preparaciones diferentes y para un 
número superior a 1000 somas (n ≥ 6).  
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Figura 4.1.4 – El calibrado de las intensidades de fluorescencia del donador/aceptor  es 
necesario para una determinación experimental fiable de la eficiencia de FRET. Esta 
optimización de la señal es un criterio mantenido en el diseño de los experimentos realizados en 
este trabajo. Las intensidades de fluorescencia verde y roja han sido normalizadas al mismo 
tiempo de exposición y adicionalmente se corrigió la contribución del anticuerpo secundario 
Alexa488 en la fluorescencia roja como se indica en el capítulo 3.8.3 de “Materiales y 
métodos”. En los ejes de la gráfica la F significa fluorescencia y el Δ significa el incremento de 
la intensidad de fluorescencia.  
 
En la descripción de los resultados se han analizado de diferentes formas las 
imágenes obtenidas: (i) observación directa de las imágenes adquiridas en el 
microscopio (Fig. 4.1.5 – panel I), (ii) análisis cuantitativo de la fluorescencia verde y 
roja de los somas utilizando el programa HCImage para obtener la eficiencia promedio 
de FRET entre los diferentes pares (Fig. 4.1.5 – panel II) y/o (iii) análisis promedio de 
la intensidad de los píxeles de las imágenes de fluorescencias verde y roja (Fig. 4.1.5 – 
panel III). En caso de existencia de FRET, el análisis de la distribución de la intensidad 
de fluorescencia por píxel permite distinguir entre las dos situaciones siguientes: 
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(i) Una distribución de los aceptores a una distancia fija alrededor de los 
donadores produce una disminución de la intensidad de fluorescencia de los píxeles sin 
cambio de la distribución gaussiana (ilustrado en la Fig. 4.1.5 – panel III A). 
 (ii) Una distribución de los aceptores heterogénea alrededor de los donadores 
produce una disminución de la intensidad fluorescencia de los píxeles, pero también una 
clara distorsión en la distribución gaussiana en presencia del aceptor (el resultado 
esperado en el caso de dos subpoblaciones de aceptores a distancias muy diferentes con 
respecto a los donadores se ilustra en la Fig. 4.1.5 – panel III B). 
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Figura 4.1.5 - Ilustración de diferentes formas de análisis de las imágenes obtenidas. 
Colocalización de la ProteínaA con la ProteínaB y con la ProteínaC. Panel I - Imágenes 
representativas en pseudo-color de las CGN marcadas con el anti-ProteínaA (dilución 
1:25)/Alexa488-IgG (dilución 1:100) (Imágenes A-D) o anti-ProteínaA/Alexa488-IgG y anti-
ProteínaB(dilución 1:25)/Cy3-IgG (dilución 1:100) (Imágenes E-H). En las imágenes  D y H se 
muestra la superposición de las imágenes de contraste de fases (CF) con la fluorescencia verde 
(FV-donador) y con la fluorescencia roja  (FR-aceptor). En color naranja se indican las áreas 
donde existe una elevada eficiencia de FRET. El tiempo de exposición utilizado para obtener las 
imágenes de fluorescencia verde fue de 205,7 ms y para las imágenes de fluorescencia roja fue 
de 243,1 ms. Panel II – Análisis cuantitativo de las imágenes de fluorescencia para los pares 
anti-ProteínaA/Alexa488-IgG y anti-ProteínaB o anti-ProteínaC/Cy3-IgG. La existencia de 
FRET entre los dos pares se muestra por el porcentaje de FRET entre el donador y el aceptor 
(Alexa488-IgG y Cy3-IgG). Panel III - Histograma de la distribución de la intensidad de 
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fluorescencia de los píxeles de las imágenes analizadas para los pares anti-ProteínaA/anti-
ProteínaB (A) y anti-ProteínaA/anti-ProteínaC (B). 
 
4.1.3.  Los L-VOCC co-localizan en los sub-microdominios asociados a rafts 
lipídicos de la membrana plasmática de las CGN.   
 
 Las caveolinas -1 y -2 son proteínas asociadas con los rafts lipídicos que han 
sido utilizadas como marcadores proteicos de los microdominios asociados a los rafts 
lipídicos (O´Connell et al., 2004; Duggan et al., 2008). Las imágenes de microscopía de 
fluorescencia de CGN doblemente teñidas con anti-L-VOCC/Alexa488-IgG y anti-
caveolina-1/Cy3-IgG han sido obtenidas con un filtro de excitación de 470 nm, tras 
comprobar que la excitación directa del fluoróforo Cy3 es despreciable en estas 
condiciones experimentales. Las imágenes de fluorescencia verde y de fluorescencia 
roja fueron adquiridas utilizando los espejos dicroicos y los filtros de emisión indicados 
en la sección 3.8.2 de los “Materiales y métodos”. La observación directa de las 
imágenes puso de manifiesto una extensa co-localización de ambos anticuerpos como se 
ilustra por las imágenes mostradas en la figura 4.1.6 y sugirieron la existencia de FRET 
entre los fluoróforos Alexa488 y Cy3 unidos a los anticuerpos secundarios utilizados en 
este experimento. Resultados similares fueron obtenidos con CGN doblemente teñidas 
con anti-L-VOCC/Alexa488-IgG y anti-caveolina-2/Cy3-IgG (Fig. 4.1.6).  
Para una mejor cuantificación de la eficiencia de FRET se han acumulado los 
resultados obtenidos con duplicados experimentales de 3 preparaciones de CGN 
diferentes (2 placas/preparación, n = 6) y seleccionando un mínimo de 3-4 campos de 
cada placa. La figura 4.1.7 muestra en el panel A que la doble tinción de las CGN con 
los pares de anticuerpos indicados en el párrafo anterior produce una disminución de la 
intensidad promedio de la fluorescencia del donador (Alexa488-IgG), que se 
correlaciona estrechamente con la subida observada en la intensidad de la fluorescencia 
roja del aceptor (Cy3-IgG) que se representa por el incremento de la ratio rojo /verde 
(Fig. 4.1.7 B). El análisis de las imágenes ha sido refinado hasta el nivel de resolución 
de los píxeles en los somas neuronales (Fig. 4.1.8). Para garantizar una elevada 
fiabilidad estadística de este análisis se seleccionaron un amplio número de somas 
neuronales, 1067 somas de CGN doblemente teñidas con anti-L-VOCC/Alexa488-IgG 
y anti-caveolina-1/Cy3-IgG y 1792 somas de CGN doblemente teñidas con anti-L-
VOCC/Alexa488-IgG y anti-caveolina-2/Cy3-IgG. 
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Figura 4.1.6 – Colocalización de los L-VOCC con la caveolina-1 (I) y con la caveolina-2 (II): 
Imágenes representativas en pseudo-color de las CGN marcadas con el anti-L-VOCC (dilución 
1:25)/Alexa488-IgG (dilución 1:100) (Imágenes A-D) o anti-L-VOCC/Alexa488-IgG y anti-
caveolina-1 y -2 (dilución 1:25)/Cy3-IgG (dilución 1:100) (Imágenes E-H). En las imágenes  D 
y H se muestra la superposición de las imágenes de contraste de fases (CF) con la fluorescencia 
verde (FV-donador) y con la fluorescencia roja  (FR-aceptor), en color naranja se indica las 
áreas donde existe una elevada eficiencia de FRET. El tiempo de exposición utilizado para 
obtener las imágenes de fluorescencia verde fue de 205,7 ms y para las imágenes de 
fluorescencia roja fue de 243,1 ms.  
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Figura 4.1.7 – Análisis cuantitativo de las imágenes de fluorescencia para los pares L-VOCC y 
caveolina-1 o L-VOCC y caveolina-2. Panel I - La existencia de FRET entre el L-VOCC y la 
caveolina-1 se muestra por la disminución de la intensidad de fluorescencia verde (barras 
blancas) y por el incremento de la fluorescencia roja (barras negras). Panel II - La existencia de 
FRET entre el L-VOCC y la caveolina-1 o -2 esta representada por el incremento en la ratio 
rojo/verde. 
 
A continuación, una vez acumulados los datos de los somas seleccionados se 
procedió a obtener la distribución de píxeles en función de la intensidad de 
fluorescencia por píxel utilizando el software Image J (como se indica en el capítulo 
3.8.2 de “Materiales y métodos”), tanto para las CGN doblemente teñidas como para las 
CGN teñidas sólo con el donador de fluorescencia anti-L-VOCC/Alexa488-IgG, ambas 
adquiridas de campos muy próximos en cada placa.  Los resultados obtenidos en este 
análisis se presentan en la figura 4.1.8 y demuestran que la doble tinción de las CGN 
producen un fuerte desplazamiento del histograma de píxeles de la fluorescencia verde 
hacia menores valores de intensidad (resultando en una disminución de la intensidad 
promedio), mientras que el histograma de píxeles de la fluorescencia roja se desplaza 
hacia valores de mayor intensidad (resultando en un aumento de la intensidad 
promedio). Por tanto, el análisis de los píxeles de los somas neuronales confirmó el 
decrecimiento de la fluorescencia verde en paralelo al incremento de la fluorescencia 
roja en CGN doblemente teñidas con el donador y el aceptor de fluorescencia con 
respecto a las CGN teñidas sólo con el donador anti-L-VOCC/Alexa488-IgG. La 
elevada eficiencia FRET entre los pares donador/aceptor utilizados en las CGN se 
ilustra muy claramente por la relación entre la intensidad promedio de la fluorescencia 
roja por píxel y la intensidad promedio de la fluorescencia verde por píxel (ratio 
FR/FV). Esta ratio FR/FV se incrementó desde un valor de 0,41±0,15 para las CGN 
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teñidas sólo con el donador  anti-L-VOCC/Alexa488-IgG hasta 1,84±0,31 y 1,79±0,33 
para las CGN doblemente teñidas con el mismo donador y con los aceptores anti-
caveolina-1/Cy3-IgG y anti-caveolina-2/Cy3-IgG, respectivamente.            
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Figura 4.1.8 – Histogramas de la distribución de la intensidad de fluorescencia de píxeles de las 
imágenes analizadas para los pares L-VOCC y caveolina-1 (I) y caveolina-2 (II). La 
fluorescencia verde esta representada en A y la roja en B. 
 
4.1.4. Los L-VOCC y los NMDAr co-localizan con los sitios de unión a la cólera 
toxina B y en los sub-microdominios enriquecidos en caveolinas de la membrana 
plasmática neuronal de las CGN. 
 
Teniendo en cuenta que la entrada de calcio por los L-VOCC y por los NMDAr 
tiene un papel de extrema importancia en el mantenimiento de la concentración de 
calcio citosolico necesaria para la supervivencia y en la excitabilidad de las CGN 
maduras (Balazs et al., 1988; Franklin y Johnson, 1992; Gutierrez-Martin et al., 2005), 
decidimos cuestionar experimentalmente la proximidad de estos dos sistemas y su 
posible partición en los submicrodominios asociados a los rafts lipídicos. 
En las imágenes de microscopía de fluorescencia de las CGN doblemente 
teñidas con anti-LVOCC/Alexa488-IgG y anti-NMDAr/Cy3-IgG se observa una co-
localización extensiva de los dos anticuerpos, como se ilustra en las imágenes de fusión 
de las dos fluorescencias (imágenes merge) presentadas en la figura 4.1.9 – panel I. 
Estos resultados fueron sometidos a un análisis de píxeles con el software Image J 
(figura 4.1.9 – panel II). Con la magnificación y el binning utilizados para adquirir las 
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imágenes, un píxel tiene un tamaño de área de ~0.7 μm x 0.7 μm. El análisis de píxeles 
en el soma neuronal demostró la existencia de FRET entre la sonda Alexa488-IgG y la 
sonda Cy3-IgG, ya que este análisis confirma la disminución de intensidad de la 
fluorescencia verde en paralelo al incremento promedio de la intensidad de la 
fluorescencia roja en las CGN doblemente teñidas con respecto a las CGN únicamente 
teñidas con el donador anti-LVOCC/Alexa488-IgG. La elevada eficiencia promedio de 
FRET entre este par donador/aceptor se monitoriza muy claramente utilizando la 
relación entre la intensidad promedio de la fluorescencia roja por píxel y la intensidad 
promedio de la fluorescencia verde por píxel, como se representa en la figura 4.1.9 – 
panel III y en la tabla 4.1 (localizada en la página final de este capítulo de resultados). 
Los resultados obtenidos permiten concluir que para este par de anticuerpos se observa 
una gran eficiencia de FRET, porque: (i) se observa un 64±6% de extinción promedio 
de la intensidad de fluorescencia del donador (emisión de la fluorescencia verde de la 
sonda Alexa488) y (ii) un incremento de 9.6 veces en la relación entre las intensidades 
de fluorescencia roja y verde, desde 0.50±0.08 para las CGN teñidas solamente con el 
donador anti-L-VOCC/Alexa488-IgG hasta 4.8±0.5 para las CGN doblemente teñidas 
con el mismo donador y el anti-NMDAr/Cy3-IgG (Fig. 4.1.9 – panel III). Por lo tanto, 
estos resultados conducen a la conclusión de que la sonda donadora (Alexa488) y la 
aceptora (Cy3) están separadas por una distancia promedio menor que el valor R0 para 
este par de FRET, es decir, menos de 5 nm. Teniendo en cuenta que los anticuerpos IgG 
utilizados para marcar ambas proteínas tienen una forma de “T” de dimensiones medias 
de aproximadamente 25 x 18 nm (Saphire et al., 2001) y que para el caso de múltiples 
aceptores por donador la eficiencia de FRET es menor del 2% para un par 
donador/aceptor separado por una distancia ≥ 2·R0 (Gutierrez-Merino et al., 1994), esto 
indica que el L-VOCC y el NMDAr están separados por una distancia menor de 80 nm.  
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Figura 4.1.9 – Colocalización del L-VOCC con el NMDAr: Panel I - Imágenes representativas 
en pseudo-color de las CGN marcadas con el anti-L-VOCC (dilución 1:25)/Alexa488-IgG 
(dilución 1:100) (Imágenes A-D) anti-L-VOCC (dilución 1:25)/Alexa488-IgG y anti-NMDAr 
(dilución 1:25)/Cy3-IgG (dilución 1:100) (Imágenes E-H). Las imágenes D y H muestran la 
superposición de las imágenes de contraste de fases (CF) con la fluorescencia verde (FV-
donador) y con la fluorescencia roja (FR-aceptor), mostrándose en color naranja las áreas donde 
existe una elevada eficiencia de FRET. El tiempo de exposición utilizado para obtener las 
imágenes de fluorescencia verde fue de 205,7 ms y para las imágenes de fluorescencia roja fue 
de 243,1 ms. Panel II - Histogramas de distribución de la intensidad de fluorescencia de píxeles 
de las imágenes analizadas para el L-VOCC y NMDAr. La fluorescencia verde esta 
representada en A y la roja en B. Panel III - El análisis cuantitativo de las imágenes de 
fluorescencia. La existencia de FRET entre el L-VOCC y el NMDAr se muestra por la 
disminución de la intensidad de fluorescencia verde representada en A y el incremento de la 
ratio rojo/verde en B. 
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Este punto fue confirmado utilizando un par de FRET alternativo con una 
distancia efectiva de FRET de menor alcance. Para este fin utilizamos la ST-bodipy 
dihidropiridina, un ligando fluorescente que se liga al L-VOCC, es decir, utilizando una 
molécula de menores dimensiones que funciona como aceptor del NMDAr marcado con 
anti-NMDAr/Alexa488-IgG. Las imágenes de fluorescencia de las CGN doblemente 
teñidas con el anti-NMDAr/Alexa488-IgG y con 80 nM de ST-bodipy dihidropiridina 
muestran también la existencia de FRET para este par donador/aceptor (Fig. 4.1.10 – 
panel I). Además, la eficiencia de FRET promedio obtenida es también elevada, con un 
valor de extinción de la fluorescencia verde del donador del 49±5%, lo que permite 
concluir que el sitio de unión de la ST-bodipy dihidropiridina está aproximadamente a 
6±1 nm de distancia del donador fluorescente Alexa488 que marca los NMDAr. 
Considerando el tamaño medio del L-VOCC y del NMDAr (~10-15 nm de diámetro), la 
localización del sitio de unión de la dihidropiridina en el centro del dominio extracelular 
voluminoso del L-VOCC (Hockerman et al., 1995; Brauns et al., 1997) y el tamaño del 
complejo de anticuerpos primarios y secundarios IgG (~35 nm), estos resultados 
conducen a la conclusión de que el L-VOCC y el NMDAr son proteínas vecinales en la 
membrana plasmática. En el análisis cuantitativo de píxeles de las imágenes de FRET se 
puede observar que no hay indicación de dos poblaciones separadas en la distribución 
de píxeles, confirmando una co-localización extensiva del NMDAr con el L-VOCC en 
la membrana plasmática de la CGN maduradas in vitro (Fig. 4.1.10 – panel II). El 
número total de somas neuronales seleccionados para el análisis fue de 1400 para el par 
anti-L-VOCC/Alexa488-IgG y anti-NMDAr/Cy3-IgG y de 1743 para el par anti-
NMDAr/Alexa488-IgG y ST-bodipy dihidropiridina. 
En el apartado anterior se ha identificado la asociación del L-VOCC con los 
rafts lipídicos utilizando como marcadores de rafts la caveolina-1 y -2 (Fig. 4.1.6 - 
4.1.8). En el caso del NMDAr, además de los anticuerpos que marcan proteínas 
asociadas a los rafts lipídicos como la caveolina-1, la caveolina-2 y la flotillina se ha 
utilizado otro marcador adicional de los rafts lipídicos, la toxina B del cólera (CTB). 
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Figura 4.1.10 – Colocalización del NMDAr con el ST-Bodipy DHP: (I) Imágenes 
representativas en pseudo-color de las CGN marcadas con el anti-NMDAr (dilución 
1:50)/Alexa488-IgG (dilución 1:100) (Imágenes A-D) anti-NMDAr/Alexa488-IgG y ST-Bodipy 
DHP(80 nM) (Imágenes E-H). Las imágenes D y H muestran la superposición de las imágenes 
de contraste de fases (CF) con la fluorescencia verde (FV-donador) y con la fluorescencia roja 
(FR-aceptor). En color naranja se indican las áreas donde existe una elevada eficiencia de 
FRET. El tiempo de exposición utilizado para obtener las imágenes de fluorescencia verde fue 
de 0,5 s y para las imágenes de fluorescencia roja fue de 0,5 s. (II) El análisis cuantitativo de las 
imágenes de fluorescencia entre el NMDAr y el ST-Bodipy DHP indica la existencia de FRET, 
que se traduce en una fuerte disminución de la intensidad de fluorescencia verde (FV). 
 
En las siguientes figuras se muestran los resultados obtenidos en los 
experimentos de imágenes de FRET utilizando el anti-NMDAr/Alexa488-IgG como 
donador y como aceptor la CTB-Alexa555 (Fig. 4.1.11), anti-caveolina-1/Cy3-IgG (Fig. 
4.1.12 – panel I), anti-caveolina-2/Cy3-IgG (Fig. 4.1.12 – panel II) y anti-flotillina/Cy3-
IgG (Fig. 4.1.12 – panel III y 4.1.13). El porcentaje de extinción de la fluorescencia del 
donador (Fig. 4.1.11 y 4.1.14) indica una elevada eficiencia de FRET para todos estos 
pares. El valor de eficiencia de FRET obtenido para el par anti-NMDAr/Alexa488-IgG 
y CTBAlexa555, 66±9%, es idéntico al valor obtenido en los experimentos realizados 
con las CGN teñidas con el par donador/aceptor: 8 nM DM-bodipy dihidropiridina (un 
ligando fluorescente del L-VOCC (Knaus et al., 1992; Berger et al., 1994)/ 1 μg/ml de 
la toxina B del cólera conjugada con Alexa555 (CTB-A555) (Fig. 4.1.15). El número 
total de somas neuronales seleccionados para el análisis fue de 2611 para el par anti-
NMDAr/Alexa488-IgG y CTB-A555, 1925 para el par anti-NMDAr/Alexa488-IgG y 
anti-caveolina-1/Cy3-IgG, de 1446 para el par anti-NMDAr/Alexa488-IgG y anti-
caveolina-2/Cy3-IgG y de 1063 para el par anti-NMDAr/Alexa488-IgG y anti-
flotillina/Cy3-IgG. 
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Figura 4.1.11 – El análisis cuantitativo de las imágenes para el par anti-NMDAr/Alexa488-IgG 
y CTB-A555 indica la existencia de una elevada eficiencia de FRET entre esto par 
donador/aceptor, que se puede visualizar de manera cuantitativa por la fuerte disminución de la 
intensidad promedio de la fluorescencia verde.  
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Figura 4.1.12 – Histogramas de la distribución de la intensidad de fluorescencia de los píxeles 
de las imágenes analizadas para los pares NMDAr y caveolina-1 (I), caveolina-2 (II) y flotillina 
(III). La fluorescencia verde esta representada en A y la roja en B. 
 
66
4.1. Resultados 
N
M
D
A
r*
A
48
8
+ 
Fl
ot
ill
in
a*
C
y3
N
M
D
A
r*
A
48
8
A-CF                         B-FV       C-FR D-Merge
E-CF                          F-FV G-FR H-Merge
10μm 10μm10μm10μm
10μm 10μm10μm10μmN
M
D
A
r*
A
48
8
+ 
Fl
ot
ill
in
a*
C
y3
N
M
D
A
r*
A
48
8
 
Figura 4.1.13 – Colocalización del NMDAr con la flotillina: Imágenes representativas en 
pseudo-color de las CGN marcadas con el anti-NMDAr (dilución 1:100)/Alexa488-IgG 
(dilución 1:100) (Imágenes A-D) o anti-NMDAr/Alexa488-IgG y anti-flotillina (dilución 
1:25)/Cy3-IgG (dilución 1:100) (Imágenes E-H). Las imágenes D y H representan la 
superposición de imágenes de contraste de fases (CF) con la fluorescencia verde (FV-donador) 
y con la fluorescencia roja  (FR-aceptor), en color naranja se indican las áreas donde existe una 
elevada eficiencia de FRET. El tiempo de exposición utilizado para obtener las imágenes de 
fluorescencia verde fue de 205,7 ms y para las imágenes de fluorescencia roja fue de 243,1 ms.  
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Figura 4.1.14 – Análisis cuantitativo de las imágenes de fluorescencia para los pares FRET 
anti-NMDAr/Alexa488-IgG y anti-caveolina-1 o anti-caveolina-2 o anti-flotillina/Cy3-IgG. En 
el eje de ordenadas de la figura se ha representado la eficiencia promedio de FRET entre cada 
unos de estos pares. 
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Figura 4.1.15 – El análisis cuantitativo de las imágenes de fluorescencia para el par DM-
Bodipy DHP y  CTB-A555 indica la existencia de una elevada eficiencia de FRET entre este par 
donador/aceptor, como lo demuestra la fuerte disminución promedio de la intensidad de la 
fluorescencia verde del donador. 
 
4.1.5. Los principales sistemas de extrusión de calcio de la membrana plasmática 
neuronal, la PMCA y el NCX están presentes en los submicrodominios asociados a 
los rafts lipídicos. 
 
La existencia de microcompartimentos de ión calcio focalizados cerca de la 
membrana plasmática neuronal, asociados a gradientes transitorios focalizados de calcio 
citosólico, es un hecho ampliamente documentado, como ha sido reseñado en la 
introducción de esta Tesis Doctoral. Una distribución focalizada de los sistemas de 
entrada y de extrusión del calcio en la membrana  plasmática permitiría racionalizar la 
generación de gradientes transitorios de calcio cerca de la membrana plasmática 
neuronal. Esta hipótesis se ve apoyada por la presencia de los principales sistemas de 
extrusión de calcio (PMCA y NCX) en los rafts lipídicos purificados, un hecho 
experimental que hemos documentado previamente en la sección 4.1.1 de los 
“Resultados” de esta Tesis Doctoral. Por estas razones, hemos cuestionado 
experimentalmente utilizando imágenes de FRET si los sistemas de extrusión de calcio 
se encuentran dentro del ámbito espacial de los submicrodominios de las CGN 
analizados en los apartados anteriores de este capítulo de “Resultados”. Los resultados 
obtenidos han demostrado la existencia de FRET utilizando el anti-
PMCA1/4/Alexa488-IgG como donador y como aceptor anti-caveolina-1/Cy3-IgG (Fig. 
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4.1.16 – panel I), anti-flotillina/Cy3-IgG (Fig. 4.1.16 – panel II) o anti-caveolina-2/Cy3-
IgG (Fig. 4.1.17).  
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Figura 4.1.16 – Colocalización de la PMCA1/4 con la caveolina-1 (I) y con la flotillina (II): 
Imágenes representativas en pseudo-color de las CGN marcadas con el anti-PMCA1/4 (dilución 
1:50)/Alexa488-IgG (dilución 1:100) (Imágenes A-D) o anti-PMCA1/4/Alexa488-IgG y anti-
caveolina-1 y anti-flotillina (dilución 1:25)/Cy3-IgG (dilución 1:100) (Imágenes E-H). Las 
imágenes D y H representan la superposición de imágenes de contraste de fases (CF) con la 
fluorescencia verde (FV-donador) y con la fluorescencia roja  (FR-aceptor), en color naranja se 
indican las áreas donde existe una elevada eficiencia de FRET. El tiempo de exposición 
utilizado para obtener las imágenes de fluorescencia verde fue de 0,5 s y para las imágenes de 
fluorescencia roja fue de 0,5 s.  
 
El análisis de la distribución de píxeles en la intensidad de fluorescencia verde 
de las imágenes reveló un desplazamiento de todo el pico con un perfil Gaussiano hacia 
valores de menor intensidad de fluorescencia (Fig. 4.1.18). La menor intensidad de 
FRET desde el donador anti-PMCA1/4/Alexa488-IgG hacia anti-caveolina-1/Cy3-IgG 
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indica una mayor distancia de separación promedio entre PMCA y caveolina-1 con 
respecto a la que se deriva de los resultados de FRET obtenidos con los pares anti-
PMCA1/4/caveolina-2 y anti-PMCA1/4/flotillina. Además, el promedio de las 
eficiencias de FRET fue elevado para todos estos pares (Fig. 4.1.19 y tabla 4.1), con una 
extinción promedio del donador de fluorescencia verde ≥ 30 %. El número total de 
somas neuronales seleccionados para el análisis fue de 2113 para el par anti-
PMCA1/4//Alexa488-IgG y anti-caveolina-1/Cy3-IgG, de 2542 para el par anti-
PMCA1/4//Alexa488-IgG y anti-caveolina-2/Cy3-IgG y de 2557 para el par anti-
PMCA1/4//Alexa488-IgG y anti-flotillina/Cy3-IgG. 
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Figura 4.1.17 - Análisis cuantitativo de las imágenes de fluorescencia para el par PMCA1/4 y 
caveolina-2: Incremento de la ratio rojo/verde cuando los dos anticuerpos están presentes (el 
donador A488-IgG y el aceptor Cy3-IgG). 
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Figura 4.1.18 – Histogramas de la distribución de la intensidad de fluorescencia de píxeles de 
las imágenes analizadas para los pares PMCA1/4 y caveolina-1 (I) y flotillina (II). La 
fluorescencia verde esta representada en A y la roja en B. 
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Estos resultados fueron adicionalmente confirmados con el anticuerpo anti-
PMCA (Fig. 4.1.19). La eficiencia de FRET para las CGN teñidas primeramente con 
este anticuerpo anti-PMCA marcado con el Alexa488-IgG fue del 45±4% utilizando 
como aceptor anti-flotillina/Cy3-IgG y de 44±6% utilizando como aceptor anti-
caveolina-2/Cy3-IgG (Fig. 4.1.19). El número total de somas neuronales seleccionados 
para el análisis fue de 2354 para el par anti-PMCA/Alexa488-IgG y anti-caveolina-
2/Cy3-IgG y de 2192 para el par anti-PMCA/Alexa488-IgG y anti-flotillina/Cy3-IgG. 
Puesto que los anticuerpos anti-PMCA y anti-caveolina-1 son los dos de origen conejo 
no ha sido posible utilizar la herramienta de FRET para este par en particular. Este 
conjunto de resultados confirman la amplia asociación de la PMCA con los sub-
microdominios asociados a rafts lipídicos de la membrana plasmática de CGN maduras 
en cultivo, lo que es consistente con resultados obtenidos por otros laboratorios 
utilizando otros modelos experimentales (Sepulveda et al., 2006 y Jiang et al., 2007). 
Adicionalmente, estos resultados resaltan la partición de esta proteína en la malla del 
citoesqueleto asociado a estos microdominios más enriquecida en la flotillina y en la 
caveolina-2 que en la caveolina-1. 
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Figura 4.1.19 - Análisis cuantitativo de las imágenes de fluorescencia para los siguientes pares: 
PMCA/caveolina-2, PMCA/flotillina, PMCA1/4//caveolina-1, PMCA1/4//caveolina-2 y 
PMCA1/4//flotillina: Eficiencia promedio de FRET entre cada par donador/aceptor. 
 
Las imágenes de microscopía de fluorescencia han demostrado la existencia de 
FRET para los pares de anticuerpos anti-NCX/Alexa488-IgG (utilizado como donador) 
y como aceptores el anti-caveolina-2/Cy3-IgG y el anti-flotillina/Cy3-IgG (Fig. 4.1.20). 
Una vez más el aceptor anti-caveolina-1/Cy3-IgG no se ha podido utilizar porque su 
origen es de conejo como el anti-NCX y el anti-NCX1. Asimismo, las eficiencias de 
71
4.1. Resultados 
FRET fueron ≥30% para los diferentes pares, como puede observarse en la figura 4.1.21 
– panel I y en la tabla 4.1. El número total de somas neuronales seleccionados para el 
análisis fue de 2012 para el par anti-NCX/Alexa488-IgG y anti-caveolina-2/Cy3-IgG y 
de 1895 para el par anti-NCX/Alexa488-IgG y anti-flotillina/Cy3-IgG. La clara 
distorsión de la distribución Gaussiana de los píxeles en la intensidad de fluorescencia 
roja para el caso del anti-NCX/anti-caveolina-2 marcados respectivamente con las 
sondas donador/aceptor Alexa488-IgG/Cy3-IgG implica la existencia de heterogeneidad 
en la distribución espacial para estos pares (Fig. 4.1.20, panel III).  
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Figura 4.1.20 – Colocalización del NCX con la caveolina-2 (I y III) y la flotillita (II): Panel I - 
Imágenes representativas en pseudo-color de las CGN marcadas con el anti-NCX (dilución 
1:50)/Alexa488-IgG (dilución 1:100) (Imágenes A-D) o anti-NCX/Alexa488-IgG y anti-
caveolina-2 (dilución 1:25)/Cy3-IgG (dilución 1:100) (Imágenes E-H). Las imágenes  D y H 
representan la superposición de las imágenes de contraste de fases (CF), con la fluorescencia 
verde (FV-donador) y con la fluorescencia roja  (FR-aceptor), en color naranja se indican las 
áreas donde existe una elevada eficiencia de FRET. El tiempo de exposición utilizado para 
obtener las imágenes de fluorescencia verde fue de 0,5 s y para las imágenes de fluorescencia 
roja fue de 0,5 s. Panel II – El análisis cuantitativo de las imágenes de fluorescencia del par 
compuesto por el NCX y la flotillina indica la existencia de FRET y se muestra por el 
incremento de la ratio rojo/verde cuando los dos anticuerpos están presentes (el donador A488-
IgG y el aceptor Cy3-IgG). Panel III – Histogramas de la distribución de la intensidad de 
fluorescencia de píxeles de las imágenes analizadas para el par NCX y caveolina-2. La 
fluorescencia verde esta representada en A y la roja en B. 
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Estos resultados fueron confirmados con un segundo anticuerpo, el anti-NCX1 
(Fig. 4.1.21) que produjo eficiencias de FRET muy próximas a las obtenidas con el 
anticuerpo anterior, el anti-NCX (Fig. 4.1.21 – panel I, tabla 4.1).  
Así, los resultados tomados en conjunto confirman que el NCX esta 
extensivamente asociado a los sub-microdominios de los rafts lipídicos en la membrana 
plasmática neuronal de las CGN maduras en cultivo y, además, indican una partición 
preferencial de esta proteína en la proximidad de la flotillina y de la caveolina-2 en la 
malla del citoesqueleto. El número total de somas neuronales seleccionados para el 
análisis fue de 1953 para el par anti-NCX1/Alexa488-IgG y anti-caveolina-2/Cy3-IgG y 
de 1813 para el par anti-NCX1/Alexa488-IgG y anti-flotillina/Cy3-IgG. 
Una vez demostrada la presencia de estas proteínas en los rafts lipídicos 
procedimos a analizar si la PMCA y el NCX se encuentran entre sí a una distancia 
inferior al límite de distancia FRET utilizando anticuerpos marcados con las sondas 
fluorescentes Alexa488 y Cy3. En la figura 4.1.21 –panel II se puede observar que no se 
observa FRET entre anti-PMCA1/4/Alexa488-IgG y anti-NCX1/Cy3-IgG. Por tanto, se 
puede concluir que la PMCA y el NCX están separados por más de 80 nm dentro de los 
microdominios asociados a los rafts lipídicos. 
0
10
20
30
40
50
60  NCX*A488/Cav2*Cy3 NCX1*A488/Cav2*Cy3
 NCX*A488/Flot*Cy3
 NCX1*A488/Flot*Cy3
%
 E
fic
ie
nc
ia
 d
e 
FR
ET
0
20
40
60
80
100
 PMCA1/4*A488
 PMCA1/4*A488/NCX1*Cy3
%
 In
te
ns
id
ad
de
 
flu
or
es
ce
nc
ia
Ve
rd
e
I II
%
 E
fic
ie
nc
ia
 d
e 
FR
ET
%
 E
fic
ie
nc
ia
 d
e 
FR
ET
%
 In
te
ns
id
ad
de
 
flu
or
es
ce
nc
ia
Ve
rd
e
%
 In
te
ns
id
ad
de
 
flu
or
es
ce
nc
ia
Ve
rd
e
 
Figura 4.1.21 – NCX esta a una distancia de FRET con la caveolina-2 y con la flotillina pero no 
con la PMCA. El análisis cuantitativo de FRET para las imágenes de fluorescencia entre los 
pares compuestos por el NCX y la caveolina-2 y la flotillina y por los pares compuestos por el 
NCX1 y la caveolina-2 y la flotillina se representa mediante la eficiencia de FRET (I) entre cada 
par. La ausencia de una caída estadísticamente significativa en la fluorescencia verde para el par 
PMCA1/4 y el NCX1 indica la no existencia de FRET (II). 
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4.1.6. La PMCA y el NCX co-localizan con el NMDAr en submicrodominios 
asociados a rafts lipídicos. 
 
Esta bien establecido que la aplicación de 50-100 μM L-glutamato en CGN 
maduras en cultivo aumenta la concentración del calcio citosólico, debido en gran parte 
a la activación del NMDAr puesto que este aumento es casi totalmente bloqueado por 
inhibidores del NMDAr (Garcia-Bereguiain et al., 2008 y Tiago et al., 2011). Una 
observación más detallada de la cinética de subida de calcio a tiempos cortos después de 
la adición de L-glutamato reveló una distribución dispersa de microcompartimentos de 
elevado calcio cerca de la membrana plasmática de las CGN (Fig. 4.1.22). Estos 
microcompartimentos periféricos de elevado calcio tienen un tamaño medio de 
solamente unos pocos de píxeles, o sea, con un diámetro menor de 1 μm. Una hipótesis 
simple a tener en cuenta para explicar este resultado es que los sistemas principales de 
salida de calcio de la membrana plasmática neuronal estén localizados cerca de los 
principales puntos de entrada de calcio (NMDAr), de tal manera que pueden atenuar 
fuertemente la propagación de la onda de calcio a lo largo del citosol.  
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Figure 4.1.22 -  L-glutamato provoca puntos de acumulación de calcio citosólico focalizados 
cerca de la membrana plasmática de las CGNs. Las CGN en cultivo se incubaron con fura-2 
AM como se indica en el capítulo 3.10.1 de “Materiales y métodos”. Posteriormente se cambió 
el medio a MLocke 25 para lavar las células de la sonda no adsorbida. Inmediatamente tras la 
adición de 100 μM de L-glutamato al medio extracelular, se adquirieron imágenes a los tiempos 
que se indican en el lado izquierdo de cada imagen (tiempo en segundos). Código de color 
utilizado: mayor intensidad del color verde implica un valor de la ratio (340/380). La 
superposición (merge) de las imágenes de fluorescencia de fura-2 AM (FF) con las imágenes de 
contraste de fase (CF), ayuda a la localización de la señal asociada a los límites físicos de las 
CGN (CF). 
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Por esta razón, hemos abordado el estudio de la proximidad entre los principales 
sistemas de entrada y de extrusión de calcio de la membrana plasmática de las CGN 
para el control de la homeostasis del calcio citosólico en estas neuronas, o sea la 
proximidad entre las proteínas responsables por la entrada de calcio (L-VOCC y 
NMDAr) y las proteínas responsables de la salida de calcio en las CGN (PMCA y 
NCX). Este punto se ha abordado también mediante el análisis de imágenes de FRET 
utilizando anticuerpos específicos para los principales sistemas de extrusión de calcio de 
la membrana plasmática neuronal, PMCA y NCX, que se expresan en las CGN maduras 
en cultivo (Guerini et al., 1999; Pulina et al., 2006). La figura 4.1.23 muestra una 
selección de varias de las imágenes de microscopia de fluorescencia obtenidas para las 
CGN doblemente teñidas con anti-NMDAr/Alexa488-IgG y anti-PMCA/Cy3-IgG o 
anti-NCX/Cy3-IgG. Tanto la observación directa de las imágenes de fusión de las 
imágenes de fluorescencia verde y roja (merge) como el análisis de intensidad de 
píxeles de los somas neuronales han demostrado la existencia de FRET entre los 
anticuerpos marcados con Alexa488-IgG y Cy3-IgG (Fig. 4.1.24 – panel I y III). Sin 
embargo, para estos pares de anticuerpos se observa una distorsión significativa de la 
distribución Gaussiana de la intensidad de fluorescencia por píxel, más notable en las 
imágenes de fluorescencia roja, indicando una distribución difusa y dispersa de la 
PMCA y del NCX alrededor del NMDAr. Las eficiencias medias de FRET para estos 
pares estimadas a partir de la extinción de fluorescencia verde del donador son también 
elevadas (tabla 4.1), lo que significa que estas proteínas están dentro del intervalo de 
distancia de FRET cuando se utilizan anticuerpos secundarios marcados con sondas 
fluorescentes. El número total de somas neuronales seleccionados para el análisis fue de 
1229 para el par anti-NMDAr/Alexa488-IgG y anti-PMCA/Cy3-IgG y de 2726 para el 
par anti-NMDAr/Alexa488-IgG y anti-NCX/Cy3-IgG.  
Estos resultados fueron posteriormente confirmados utilizando un segundo 
anticuerpo primario para la PMCA y para el NCX, denominados anti-PMCA1/4 y anti-
NCX1, obteniéndose con estos anticuerpos una eficiencia de FRET media de 32±8% y 
de 19±6%, respectivamente (Fig. 4.1.24 – panel II y III y tabla 4.1). El número total de 
somas neuronales seleccionados para el análisis fue de 1181 para el par anti-
NMDAr/Alexa488-IgG y anti-PMCA1/4/Cy3-IgG y de 1903 para el par anti-
NMDAr/Alexa488-IgG y anti-NCX1/Cy3-IgG. Una vez más para estos pares se 
observó una distorsión significativa de la distribución Gaussiana de la intensidad de 
fluorescencia por píxel, más fuertemente en las imágenes de fluorescencia roja. Sin 
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embargo, estas eficiencias de FRET son ligeramente inferiores que las obtenidas para 
pares FRET utilizados para estudiar la proximidad entre el NMDAr y el L-VOCC, y 
esto indica que tanto la PMCA como el NCX están separados del NMDAr por algunos 
nanómetros más que el L-VOCC. Pero sin duda son más significativos los indicios de 
heterogeneidad de sus distribuciones alrededor del NMDAr, lo que sugiere que 
solamente una fracción de estas proteínas esta muy próxima al NMDAr. 
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Figura 4.1.23 – Colocalización del NMDAr con la PMCA (I) y con el NCX (II): Imágenes 
representativas en pseudo-color de las CGN marcadas con el anti-NMDAr (dilución 
1:50)/Alexa488-IgG (dilución 1:100) (Imágenes A-D) o anti-NMDAr/Alexa488-IgG y anti-
PMCA y anti-NCX (dilución 1:50)/Cy3-IgG (dilución 1:100) (Imágenes E-H). Las imágenes  D 
y H representan el combinado de imágenes de contraste de fase (CF) con la fluorescencia verde 
(FV-donador) y con la fluorescencia roja (FR-aceptor), en color naranja se indican las áreas 
donde existe una elevada eficiencia de FRET. El tiempo de exposición utilizado para obtener las 
imágenes de fluorescencia verde fue de 0.5 s y para las imágenes de fluorescencia roja fue de 
0,5 s.  
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Es importante notar que, en los casos de FRET del anti-PMCA1/4//Alexa488-
IgG y del anti-NCX1/Alexa488-IgG8 hacia el ligando del L-VOCC fluorescente, el ST-
bodipy dihidropiridina (ST-bodipy DHP) nuestros resultados indican como máximo una 
débil eficiencia de FRET (≤10%) (Fig. 4.1.25), un valor que teniendo en cuenta la 
magnitud de los errores experimentales en estas medidas no podemos considerar 
significativo. Por consiguiente, nuestros resultados indican que la PMCA y el NCX 
están separados de los L-VOCC por una distancia ≥ 50 nm, teniendo en consideración 
que esta es la máxima distancia de FRET detectable con un par formado por un 
anticuerpo marcado con Alexa488 como donador y ST-bodipy DHP como aceptor. 
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Figura 4.1.24 - Análisis cuantitativo de las imágenes de fluorescencia. Existencia de FRET 
entre los pares compuestos por anti-NMDAr/anti-PMCA y anti-NMDAr/anti-NCX (I y III) y 
entre los pares  compuestos por anti-NMDAr/anti-PMCA1/4 y anti-NMDAr/anti-NCX1 (II y 
III). Panel I y II - Incremento en la ratio rojo/verde para todos los pares indicados marcados con 
los anticuerpos fluorescentes (A488-IgG/Cy3-IgG). Panel III - Eficiencia promedio de FRET 
para todos los pares indicados marcados con los anticuerpos fluorescentes (A488-IgG/Cy3-
IgG). 
77
4.1. Resultados 
Donador*A488 PMCA1/4*A488+ 80 nM
ST-Bodipy DHP
NCX1*A488
+ 80 nM
ST-Bodipy DHP
0
20
40
60
80
100
%
 In
te
ns
id
ad
 d
e 
Fl
uo
re
sc
en
ci
a
Ve
rd
e
%
 In
te
ns
id
ad
 d
e 
Fl
uo
re
sc
en
ci
a
Ve
rd
e
%
 In
te
ns
id
ad
 d
e 
Fl
uo
re
sc
en
ci
a
Ve
rd
e
 
Figura 4.1.25 - Análisis cuantitativo de las imágenes de fluorescencia. La disminución de la 
intensidad de la fluorescencia del donador (fluorescencia verde representada en el eje de las 
ordenadas) no es estadísticamente significativa, lo que demuestra que no hay existencia de 
FRET entre los pares compuestos por anti-PMCA1/4/A488-IgG o el anti-NCX1/A488-IgG 
como donador y el ST-Bodipy DHP como aceptor. 
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Tabla 4.1 – Resumen de la eficiencia de FRET entre los pares donador/aceptor utilizados en 
este apartado de “Resultados”. El asterisco (*) después del anticuerpo primario significa que el 
anticuerpo primario fue marcado con el anticuerpo secundario Alexa488-IgG (donador de 
FRET) o con el anticuerpo secundario Cy3-IgG (aceptor de FRET). 
Par Donador//Aceptor % 
Eficiencia 
de FRET 
Incremento de la ratio de 
fluorescencia Rojo/Verde 
anti-NMDAr*//CTB-Alexa555 66 ± 9  
anti-LVOCC*//anti-NMDAr* 64 ± 6 9,6± 2,2  
DM-Bodipy Dihidropiridina// 
CTB-Alexa555 
62 ± 10  
anti-LVOCC*//anti-Cav1* 55 ± 6 4,5 ± 1,2  
anti-NMDAr*// 
ST-Bodipy Dihidropiridina 
49± 5   
anti-NMDAr*//anti-Cav1* 49 ± 6 4,2 ± 1,0 
anti-PMCA1/4*//anti-Cav2* 48 ± 6 3,4 ± 0,5 
anti-PMCA1/4*//anti-Flotillina* 46 ± 5 4,1 ± 0,4 
anti-NCX1*//anti-Cav2* 46 ± 7 3,0 ± 0,5 
anti-PMCA*//anti-Flotillina* 45 ± 4 4,1 ± 0,5 
anti-LVOCC*//anti-Cav2* 44 ± 6 4,4 ± 1,2  
anti-PMCA*//anti-Cav2* 44 ± 6 3,4 ± 0,5 
anti-NMDAr//anti-NCX* 39 ± 6 3,0 ± 0,3 
anti-NCX*//anti-Cav2* 39 ± 6 2,4 ± 0,5 
anti-NMDAr*//anti-PMCA* 38 ± 11 3,4 ± 1,3 
anti-NMDAr*//anti-Cav2* 35 ± 8 2,0 ± 0,5 
anti-NCX*//anti-Flotillina* 32 ± 6 2,7 ± 0,5 
anti-NMDAr*//anti-PMCA1/4* 32 ± 8 3,6 ± 0,6 
anti-PMCA1/4*//anti-Cav1* 30 ± 5 2,5 ± 0,2 
anti-NCX1*//anti-Flotillina* 29 ± 6 2,5 ± 0,6 
anti-NMDAr*//anti-Flotillina* 29 ± 7 2,0 ± 0,4 
anti-NMDAr*//anti-NCX1* 19 ± 6 3,1 ± 0,3 
   
Pares donador/aceptor sin 
porcentaje de eficiencia de FRET 
significativa indicando que están 
separados por más de 80 nm.  
 Pares donador/aceptor sin 
porcentaje de eficiencia de 
FRET significativa indicando 
que están separados por más 
de 50 nm. 
anti-PMCA1/4*//anti-NCX*  anti-NCX*//ST-Bodipy-
Dihidropiridina 
anti-PMCA1/4*//anti-NCX1*  anti-NCX1*//ST-Bodipy-
Dihidropiridina 
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4.2. Sistemas redox presentes en los submicrodominios asociados a los 
rafts lipídicos. 
 
Estudios previos de nuestro laboratorio han demostrado que la Cb5R esta 
asociada a los microdominios de los rafts lipídicos de las CGN maduras en cultivo  
dónde se promueve una amplia fracción de producción del anión superóxido cerca de 
este compartimento subcelular (Samhan-Arias et al., 2009), un evento temprano que 
tiene un papel importante en la apoptosis de las CGN inducida por bajos níveles de K+ 
extracelular (Martin-Romero et al., 2002b; Samhan-Arias et al., 2004; Samhan-Arias et 
al., 2012). Considerando, por un lado, las fuertes implicaciones de la proximidad de la 
nNOS con los sistemas de producción del anión superóxido para la producción 
focalizada de peroxinitrito, un oxidante celular altamente tóxico y de bajo tiempo de 
vida que media la neurodegeneración en situaciones de isquemia-reperfusión, 
inflamación y enfermedades neurodegenerativas (Iadecola, 1997; van der Veen et al., 
1997; Beal, 2000; Bao y Liu, 2002; van Damme et al., 2005; Duenas et al., 2006), y por 
otro lado su presencia en los rafts lipídicos aislados de las CGN (sección 4.1.1 de los 
“Resultados” de esta Tesis Doctoral), hemos estudiado (1) la posible presencia o no de 
la nNOS en los submicrodominios monitorizados por FRET asociados a los rafts 
lipídicos y (2) el intervalo de proximidad dentro de la distancia de FRET entre la nNOS 
y la Cb5R. 
 
4.2.1. – La nNOS está presente en los submicrodominios asociados a los rafts 
lipidicos que son monitorizados con FRET en las CGN. 
 
La co-localización de nNOS con las proteínas asociadas a rafts lipídicos dentro 
de la distancia de FRET ha sido confirmada por las imágenes de microscopía de 
fluorescencia. En la figura 4.2.1 se presentan imágenes seleccionadas y representativas  
de las obtenidas en los experimentos de imágenes de FRET utilizando el anti-
nNOS/Alexa488-IgG como donador y como aceptor el CTB-Alexa555, anti-caveolina-
1/Cy3-IgG o anti-caveolina-2/Cy3-IgG. El número total de somas neuronales 
seleccionados para el análisis fue de 2065 para el par anti-nNOS/Alexa488-IgG y CTB-
A555, de 1747 para el par anti-nNOS/Alexa488-IgG y anti-caveolina-1/Cy3-IgG y de 
1143 para el par anti-nNOS/Alexa488-IgG y anti-caveolina-2/Cy3-IgG. 
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Figura 4.2.1 – Colocalización de la nNOS con la CTB-A555 (I), con la caveolina-1 (II) y con la 
caveolina-2 (III): Imágenes representativas en pseudo-color de las CGN marcadas con el anti-
nNOS (dilución 1:50)/Alexa488-IgG (dilución 1:100) (Imágenes A-D) o anti-nNOS/Alexa488-
IgG y anti-caveolina-1, -2 (dilución 1:25)/Cy3-IgG (dilución 1:100) y CTB-A555 (0,5 μg/ml) 
(Imágenes E-H). Las imágenes D y H representan la superposición de imágenes de contraste de 
fase (CF) con la fluorescencia verde (FV-donador) y con la fluorescencia roja  (FR-aceptor), en 
color naranja se indican las áreas donde existe una elevada eficiencia de FRET. El tiempo de 
exposición utilizado para obtener las imágenes de fluorescencia verde fue de 205,7 ms y para las 
imágenes de fluorescencia roja fue de 243,1 ms.  
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El porcentaje de la extinción de fluorescencia del donador cambia con los 
diferentes pares (Fig. 4.2.2 – panel I), desde una eficiencia de FRET de un 16 % hasta el 
60 %. La eficiencia de FRET del par anti-nNOS/Alexa488-IgG como donador para el 
anti-caveolina-1/IgGCy3 es menor que la eficiencia de FRET del anti-nNOS/Alexa488-
IgG como donador para el anti-caveolina-2/Cy3-IgG, indicando una distancia menor de 
acercamiento para el par nNOS/caveolina-2 que para el par nNOS/caveolina-1. Por el 
contrario, la menor eficiencia de FRET del anti-nNOS/Alexa488-IgG como donador 
para la CTB-Alexa555 con respecto a la anti-caveolina-2/Cy3-IgG como aceptor puede 
ser racionalizado, al menos en parte, por la localización extracelular de los sitios de 
unión de la CTB en la membrana plasmática, ya que la nNOS es una proteína del 
espacio intracelular. 
A pesar de que no se ha observado una eficiencia significativa de FRET entre el 
par nNOS/IgGAlexa488//anti-flotillina/Cy3-IgG (Fig. 4.2.2 – panel II), tomado en 
conjunto todos estos resultados indican que la nNOS se encuentra ampliamente unida a 
los sub-microdominios descritos en los apartados anteriores del capítulo de 
“Resultados” de esta Tesis Doctoral asociados a los rafts lipídicos de la membrana 
plasmática de las CGN maduras en cultivo e indican una partición preferencial más 
próxima a la caveolina-2 que a la caveolina-1 en la malla del citoesqueleto. 
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Figura 4.2.2 – La nNOS esta dentro del intervalo de distancias de FRET con respecto a la CTB-
Alexa555 (CTB-A555), a las caveolinas-1 y -2 (I) pero no con la flotillita (II): Panel I - El 
análisis cuantitativo de FRET de las imágenes de fluorescencia entre los pares formados por 
anti-nNOS/IgGAlexa488 (nNOS*A488) y la CTB-A555, nNOS*A488 y anti-caveolina-
1/IgGCy3 (Cav1*Cy3) o nNOS*A488 y anti-caveolina-2/IgGCy3 (Cav2*Cy3) se representa 
mediante la eficiencia promedio de FRET para cada par. Panel II - La ausencia de una caída 
estadísticamente significativa en la fluorescencia verde para el par nNOS*A488 y anti-
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flotillina/IgGCy3 (Flotillina*Cy3) pone de manifiesto que la existencia de FRET para este par 
es cuestionable o en todo caso muy débil. 
 
En la tabla 4.2 (localizada en la página final de esta sección de los resultados) se 
presentan los parámetros más relevantes resultantes del análisis de la eficiencia de 
FRET para los diferentes pares estudiados utilizando anti-nNOS/IgGAlexa488 como 
donador y diferentes marcadores de los microdominios asociados a los rafts lipídicos 
como aceptores. 
 
4.2.2. – La Cb5R está dentro de la distancia de FRET con la nNOS. 
 
Para explorar si la nNOS y la Cb5R se encuentran dentro de la distancia de 
FRET y su proximidad se han utilizado los anticuerpos primarios para ambas proteínas 
(anti-nNOS y anti-Cb5R) conjugados con los anticuerpos secundarios fluorescentes 
(Alexa488-IgG y Cy3-IgG) correspondientes (Fig. 4.2.3 – panel I). La observación 
directa de los somas neuronales en las imágenes de fusión de las imágenes de intensidad 
de fluorescencia roja y verde (merge), así como el análisis de píxeles de estas imágenes 
muestra la existencia de FRET entre la sonda Alexa488-IgG y la sonda Cy3-IgG. La 
eficiencia promedio de FRET para el par anti-nNOS/Alexa488-IgG//anti-Cb5R/Cy3-IgG 
determinada a partir del análisis de los resultados obtenidos es del 32±10% (Fig. 4.2.3 – 
panel II), un valor menor que el obtenido para los pares de FRET utilizados en el 
estudio de la proximidad entre las proteínas NMDAr y L-VOCC, pero mayor que el 
obtenido con el par anti-NMDAr/Alexa488-IgG//anti-PMCA/Cy3-IgG (Fig. 4.1.24 y 
tabla 4.2). Además, debe notarse que en el caso del par nNOS/Cb5R en las imágenes 
analizadas la extinción de la fluorescencia verde no condujo a distorsiones significativas 
de la forma Gaussiana en la distribución de la intensidad de fluorescencia por píxel en 
los somas neuronales, ni tampoco en la distribución de píxeles en función de la 
intensidad de fluorescencia roja (Fig. 4.2.3 – panel III). Por tanto, nuestros resultados 
sugieren fuertemente que los sub-microdominios asociados a los rafts lipídicos de la 
membrana plasmática son puntos de generación de estrés oxidativo focalizado debido a 
la producción de peroxinitrito cuando se produce la estimulación de la producción del 
anión superóxido por la Cb5R. El número total de somas neuronales seleccionados para 
el análisis fue de 1314 para el par anti-nNOS/Alexa488-IgG y anti-Cb5R/Cy3-IgG. 
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Figura 4.2.3  – Colocalización de la nNOS con la Cb5R: Panel I - Imágenes representativas en 
pseudo-color de las CGN marcadas con el anti-nNOS (dilución 1:50)/Alexa488-IgG (Imágenes 
A-D) o anti-nNOS/Alexa488-IgG y anti-Cb5R (DIA-1:dilución 1:50)/Cy3-IgG (dilución 1:100) 
(Imágenes E-H). Las imágenes D y H representan representan la superposición de las imágenes 
de contraste de fases (CF), con la fluorescencia verde (FV-donador) y con la fluorescencia roja  
(FR-aceptor), en color naranja se indican las áreas donde existe una elevada eficiencia de FRET. 
El tiempo de exposición utilizado para obtener las imágenes de fluorescencia verde fue de 205,7  
ms y para las imágenes de fluorescencia roja fue de 243,1 ms. Panel II - El análisis cuantitativo 
de las imágenes de fluorescencia del par compuesto por la nNOS y la Cb5R indica la existencia 
de FRET y se muestra por la caída del porcentaje de intensidad de fluorescencia en presencia 
del donador y del aceptor (anti-nNOS/Alexa488-IgG con el anti-Cb5R/Cy3-IgG). Panel III - 
Histogramas de la distribución de la intensidad de fluorescencia de píxeles de las imágenes 
analizadas para el par nNOS y Cb5R. La fluorescencia verde esta representada en A y la roja en 
B. 
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Tabla 4.2 – Resumen de la eficiencia de FRET entre los pares donador/aceptor utilizados en 
esta sección de los resultados. El asterisco (*) después del anticuerpo primario significa que el 
anticuerpo primario fue marcado con el anticuerpo secundario Alexa488-IgG (donador de 
FRET) o con el anticuerpo secundario Cy3-IgG (aceptor de FRET).  
Par Donador//Aceptor % 
Eficiencia 
de FRET 
Incremento de la ratio de 
fluorescencia Rojo/Verde 
anti-nNOS*//anti-Cav2* 60 ± 11 7,0 ± 3,0 
anti-nNOS*//CTB-Alexa555 32± 5  
anti-nNOS*//anti-Cav1* 17 ± 5 3,1 ± 1,2 
anti-nNOS*//anti-Cb5R* 32 ± 10  5,2 ± 1,1 
   
Pares donador/aceptor sin porcentaje de 
eficiencia de FRET significativa 
indicando que están separados por más 
de 80 nm. 
  
anti-nNOS*//anti-Flotillina*   
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4.3. Co-localización de los sistemas de transporte de calcio y de los 
sistemas redox asociados a los rafts lipídicos dentro de la distancia de 
FRET en las neuronas granulares del cerebelo.  
 
Numerosas evidencias experimentales subrayan la asociación de estrés oxidativo 
por sobreproducción de especies reactivas de oxígeno con la desregulación sostenida de 
la homeostasis del calcio citosólico neuronal. Un ejemplo claro es la síntesis del óxido 
nítrico (●NO) por la nNOS tras la activación del NMDAr, ya que la subida transitoria en 
la concentración de calcio intracelular [Ca2+]i promueve la unión de este ión a la 
calmodulina y la subsiguiente activación de la nNOS por el complejo Ca2+-calmodulina 
(Knowles y Moncada, 1994). Por otra parte, la proximidad entre los dos sistemas, nNOS 
y NMDAr, permitiría una más rápida y eficiente coordinación de las respuestas de 
ambas vías de señalización intracelular. Por esta razón, hemos cuestionado 
experimentalmente si la nNOS se encuentra en los submicrodominios asociados a los 
rafts lipídicos en las CGN maduradas en cultivo dentro del intervalo de distancias que 
permiten un eficiente FRET con los principales sistemas de control de la homeostasis 
del calcio citosólico neuronal.  
 
4.3.1. nNOS está dentro de la distancia de FRET con el NMDAr, L-VOCC y 
PMCA, pero no con el NCX. 
 
La asociación de la nNOS con los dominios PDZ de proteínas ligadas al 
citoesqueleto neuronal ha sido bien establecida (Brenman y Bredt, 1997). Como el 
NMDAr también se liga a las proteínas conteniendo el dominio PDZ (Prybylowski et 
al., 2005), sería de esperar que la nNOS estuviera unida al citoesqueleto cerca del 
NMDAr. 
En la figura 4.3.1 se presentan imágenes de microscopia de fluorescencia 
seleccionadas con la doble tinción anti-nNOS/Alexa488-IgG y anti-NMDAr/Cy3-IgG. 
Tanto la observación directa de las imágenes de fusión de las imágenes de intensidad de 
fluorescencia roja y verde, como el análisis de intensidad de píxeles de los somas 
neuronales demuestran la existencia de FRET significativo entre los anticuerpos 
marcados con Alexa488-IgG y Cy3-IgG. Por otra parte, el fuerte desplazamiento de la 
distribución Gaussiana de píxeles para valores menores y mayores de intensidad de 
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fluorescencia verde y roja, respectivamente (Fig. 4.3.1 – panel II), pone de manifiesto 
que la extinción de la fluorescencia verde se correlaciona con el incremento de la 
fluorescencia roja y demuestra una extensiva co-localización de la nNOS y del NMDAr 
dentro de una distancia a la cual corresponde una eficiencia de FRET de 46 ± 5% 
(Fig.4.3.4).  
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Figura 4.3.1 – Colocalización de la nNOS con el NMDAr: Panel I - Imágenes representativas 
en pseudo-color de las CGN marcadas con el anti-nNOS (dilución 1:50)/Alexa488-IgG 
(Imágenes A-D) o anti-nNOS/Alexa488-IgG y anti-NMDAr (dilución 1:50)/Cy3-IgG (dilución 
1:100) (Imágenes E-H). Las imágenes D y H representan la superposición de las imágenes de 
contraste de fases (CF), con la fluorescencia verde (FV-donador) y con la fluorescencia roja  
(FR-aceptor), en color naranja se indican las áreas donde existe una elevada eficiencia de FRET. 
El tiempo de exposición utilizado para obtener las imágenes de fluorescencia verde fue de 0,5 s 
y para las imágenes de fluorescencia roja fue de 0,5 s. Panel II - Histogramas de la distribución 
de la intensidad de fluorescencia de píxeles de las imágenes analizadas para el par nNOS y 
NMDAr. La fluorescencia verde esta representada en A y la roja en B. 
 
La estrecha proximidad entre el L-VOCC y el NMDAr, demostrada 
anteriormente, permite predecir la existencia de FRET entre el anti-nNOS/Alexa488-
IgG y el anti-L-VOCC/Cy3-IgG, una posibilidad que fue confirmada 
experimentalmente como se puede observar en el análisis de las intensidades de píxeles 
(Fig. 4.3.2). El cálculo de la eficiencia de FRET promedio de este par a partir de la 
extinción de la fluorescencia verde permite concluir que la nNOS esta más cerca del 
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NMDAr que de los L-VOCC, como se deriva de la comparación de los valores de 
eficiencia de FRET obtenidos para ambos pares de proteínas marcadas con los 
anticuerpos fluorescentes precitados [tabla 4.3 (localizada al final del apartado 4.3.2 de 
esta sección de los resultados)]. Es de destacar que en ambos casos (nNOS/NMDAr y 
nNOS/L-VOCC) la eficiencia de FRET es menor que la obtenida en el caso del par 
NMDAr/L-VOCC (demostrado anteriormente). También debe reseñarse que en todos 
estos casos analizados la extinción de la fluorescencia verde no conduce a distorsiones 
significativas en la forma Gaussiana de la distribución de píxeles en función de la 
intensidad de la fluorescencia verde analizados, ni tampoco en la distribución de píxeles 
en función de la intensidad de la fluorescencia roja (Fig. 4.1.9 – panel II, 4.3.1 –  panel 
II y 4.3.2).  
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Figura 4.3.2 – Histogramas de la distribución de la intensidad de fluorescencia de píxeles de las 
imágenes analizadas para el par nNOS y L-VOCC. La fluorescencia verde esta representada en 
A y la roja en B. 
 
Estos datos demuestran una extensa co-localización de estas proteínas (nNOS, 
NMDAr y L-VOCC) en submicrodominios de un tamaño inferior a 0,1 µm asociados a 
los rafts lipídicos de la membrana plasmática de las CGN maduradas in vitro. 
Asimismo, estos resultados indican una menor proximidad entre la nNOS y el NMDAr 
o el L-VOCC que entre el NMDAr y el L-VOCC. Por otra parte, es importante tener en 
consideración que tan sólo unos pocos de nm de diferencia en la distancia entre estas 
proteínas son suficientes para explicar la diferencia observada en la extinción de la 
sonda fluorescente que actúa como donador. El número total de somas neuronales 
seleccionados para el análisis fue de 1624 para el par anti-nNOS/Alexa488-IgG y anti-
NMDAr/Cy3-IgG y de 1045 para el par anti-nNOS/Alexa488-IgG y anti-L-VOCC/Cy3-
IgG. 
En la figura 4.3.3 se presentan imágenes representativas de las imágenes de 
microscopia de fluorescencia obtenidas para las CGN con doble tinción con el donador 
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anti-nNOS/Alexa488-IgG y con el aceptor anti-PMCA/Cy3-IgG. La eficiencia de FRET 
calculada para la extinción del donador de fluorescencia verde es de 14±5%, un valor 
similar al obtenido para el par anti-nNOS/IgGAlexa488//anti-L-VOCC/Cy3-IgG (Fig. 
4.3.4 y tabla 4.3). Sin embargo, el análisis de las imágenes de fluorescencia muestra una 
fuerte distorsión de la distribución Gaussiana de los píxeles en función de la intensidad 
de la fluorescencia roja en el par anti-nNOS/IgGAlexa488//anti-PMCA/Cy3-IgG (Fig. 
4.3.3 – panel II), lo que indica heterogeneidad en la distribución espacial en este caso. 
El número total de somas neuronales seleccionados para el análisis fue de 2050 para el 
par anti-nNOS/Alexa488-IgG y anti-PMCA/Cy3-IgG.  
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Figura 4.3.3 – Colocalización de la nNOS con la PMCA: Panel I - Imágenes representativas en 
pseudo-color de las CGN marcadas con el anti-nNOS (dilución 1:50)/Alexa488-IgG (Imágenes 
A-D) o anti-nNOS/Alexa488-IgG y anti-PMCA (dilución 1:50)/Cy3-IgG (dilución 1:100) 
(Imágenes E-H). Las imágenes D y H representan la superposición de las imágenes de contraste 
de fases (CF), con la fluorescencia verde (FV-donador) y con la fluorescencia roja  (FR-
aceptor), en color naranja se indican las áreas donde existe una elevada eficiencia de FRET. El 
tiempo de exposición utilizado para obtener las imágenes de fluorescencia verde fue de 0,5 s y 
para las imágenes de fluorescencia roja fue de 0,5 s. Panel II - Histogramas de la distribución de 
la intensidad de fluorescencia de píxeles de las imágenes analizadas para el par nNOS y PMCA. 
La fluorescencia verde esta representada en A y la roja en B. 
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Por el contrario, para los pares anti-nNOS/Alexa488-IgG y anti-NCX/Cy3-IgG o 
anti-NCX1/Cy3-IgG no fue detectada la existencia de FRET significativa, lo que indica 
que la nNOS está separada del NCX por una distancia mayor que 80 nm (Fig. 4.3.5).  
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Figura 4.3.4 – El análisis cuantitativo de las imágenes de fluorescencia de los pares formados 
por anti-nNOS/IgGAlexa488 (nNOS*A488) y anti-PMCA/IgGCy3 (PMCA*Cy3) o anti-L-
VOCC/IgGCy3 (L-VOCC*Cy3) o anti-NMDAr/IgGCy3 (NMDAr*Cy3) indica la existencia de 
FRET y se muestra por el porcentaje de eficiencia de FRET entre el donador y aceptor 
(Alexa488-IgG y Cy3-IgG). 
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Figura 4.3.5 – El análisis cuantitativo de las imágenes de fluorescencia de los pares formados  
por anti-nNOS/IgGAlexa488 (nNOS*A488) y anti-NCX/IgGCy3 (NCX*Cy3) o anti-
NCX1/IgGCy3 (NCX1*Cy3) indica que la débil disminución de la fluorescencia del donador 
(fluorescencia verde) en presencia del aceptor no es estadísticamente significativa, por lo que no 
se puede concluir que exista FRET en el caso de estos dos pares.   
 
91
4.3. Resultados 
 
4.3.2. Cb5R está dentro de la distancia de FRET con el L-VOCC, pero no con la 
PMCA.  
 
 La partición de la Cb5R en microdominios proteícos asociados a los rafts 
lipídicos ha sido demostrada en trabajos previos de nuestro laboratorio (Samhan-Arias 
et al., 2009) y, como ha sido mostrado previamente en este trabajo, una amplia fracción 
de esta proteína se encuentra asociada a los rafts lipídicos purificados a partir de las 
CGN maduradas en cultivo (Fig. 4.1.3). 
 Las imágenes de microscopía de fluorescencia de las CGN con doble tinción con 
anti-L-VOCC/Alexa488-IgG y anti-Cb5R/Cy3-IgG han sido obtenidas utilizando un 
filtro de excitación de 470 nm, es decir, en condiciones en las que la excitación directa 
del fluoróforo Cy3 es despreciable como se ha indicado anteriormente. Las imágenes de  
intensidad de fluorescencia mostraron una extensa co-localización de los anticuerpos 
marcados con Alexa488 (donador) y Cy3 (aceptor), como se muestra en la figura 4.3.6, 
sugiriendo por tanto la existencia de una eficiencia de FRET significativa entre las 
sondas fluorescentes Alexa488 y Cy3. Los resultados obtenidos de un total de n>6 
placas de tres preparaciones distintas, analizando 3-4 campos seleccionados de cada 
placa, se acumularon hasta disponer de los datos de más de 1000 somas neuronales y 
estos fueron sometidos a análisis detallado de la distribución de intensidad de 
fluorescencia por píxel (Fig. 4.3.6 – panel II). Los datos mostrados en esta figura 
demuestran que la doble tinción de las CGN produce un fuerte desplazamiento del 
histograma de la fluorescencia verde hacia valores de menor intensidad que los 
obtenidos cuando se realiza la tinción de las CGN sólo con anti-L-VOCC/Alexa488-
IgG, resultando en una clara disminución del valor promedio de la intensidad de 
fluorescencia por píxel, un hecho que se correlaciona con el desplazamiento del  
histograma de la fluorescencia roja hacia valores de mayor intensidad y mayor valor 
promedio de la intensidad de fluorescencia. Por tanto, el análisis de píxeles de los somas 
neuronales confirmó la existencia de una eficiencia de FRET significativa cuando se 
realiza la tinción de los L-VOCC y las Cb5R con el complejo de anticuerpos marcados 
con las sondas fluorescentes Alexa488 y Cy3. Los resultados nos han permitido calcular 
una eficiencia de FRET del 32 ± 8 %, a partir de la extinción promedio de la 
fluorescencia verde por píxel en el soma neuronal en este caso. La existencia de una 
eficiencia de FRET significativa se ve apoyada también por el incremento de la relación 
entre la intensidad promedio por píxel de las fluorescencias roja y verde (ratio FR/FV), 
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desde 0,41±0,15 para las CGN teñidas sólo con el donador anti-L-VOCC/Alexa488-IgG 
hasta 0,98±0,23 para las CGN con doble tinción por el mismo donador  y el aceptor 
anti-Cb5R/Cy3-IgG.  El número total de somas neuronales seleccionados para el análisis 
fue de 1001 para el par anti-L-VOCC/Alexa488-IgG y anti-Cb5R/Cy3-IgG. 
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Figura  4.3.6 – Colocalización del L-VOCC con la Cb5R: Panel I - Imágenes representativas en 
pseudo-color de las CGN marcadas con el anti-L-VOCC (dilución 1:25)/Alexa488-IgG 
(Imágenes A-D) o con el anti-L-VOCC/Alexa488-IgG y anti-Cb5R (DIA-1-dilución 1:50)/Cy3-
IgG (dilución 1:100) (Imágenes E-H). Las imágenes D y H representan la superposición de las 
imágenes de contraste de fases (CF), con la fluorescencia verde (FV-donador) y con la 
fluorescencia roja  (FR-aceptor). En color naranja se indican las áreas donde existe una elevada 
eficiencia de FRET. El tiempo de exposición utilizado para obtener las imágenes de 
fluorescencia verde fue de 205,7 ms y para las imágenes de fluorescencia roja fue de 243,1 ms. 
Panel II - Histogramas de la distribución de la intensidad de fluorescencia de píxeles de las 
imágenes analizadas para el par L-VOCC y Cb5R. La fluorescencia verde esta representada en 
A y la roja en B. 
 
La PMCA, presente también en los sub-microdominios de rafts lipídicos 
(descrito anteriormente), se inhibe por exposición al peroxinitrito (Zaidi y Michaelis, 
1999; Gutierrez-Martin et al., 2002; Gutierrez-Martin et al., 2005), que es generado a 
partir del anión superóxido. Por consiguiente, su proximidad con la Cb5R es de extrema 
relevancia por sus implicaciones funcionales para la PMCA. Nuestros resultados 
93
4.3. Resultados 
 
permiten concluir que estas dos proteínas están separadas por una distancia mayor que 
80 nm dentro de los microdominios en los rafts lipídicos, porque en el análisis de las 
imágenes de microscopía de fluorescencia no se ha observado una extinción 
estadísticamente significativa en la fluorescencia verde del donador y, por tanto, no se 
obtuvo una eficiencia de FRET significativa utilizando los pares anti-
PMCA1/4/Alexa488-IgG y anti-Cb5R/Cy3-IgG (Fig. 4.3.7). 
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Figura 4.3.7 – El análisis cuantitativo de las imágenes de fluorescencia del par formado por  
anti-PMCA1/4/IgGAlexa488 (PMCA1/4*A488) y anti-Cb5R/IgGCy3 (Cb5R*Cy3) indica que 
no la existencia de FRET en este caso es cuestionable, porque la débil caída en el porcentaje de 
intensidad de fluorescencia del donador (fluorescencia verde) en presencia del aceptor no es 
estadísticamente significativa. 
 
Tabla 4.3 – Resumen de la eficiencia de FRET entre los pares donador/aceptor utilizados en 
esta sección de los resultados. El asterisco (*) después del anticuerpo primario significa que el 
anticuerpo primario fue marcado con el anticuerpo secundario Alexa488-IgG (donador de 
FRET) o con el anticuerpo secundario Cy3-IgG (aceptor de FRET).  
Par Donador//Aceptor % Eficiencia 
de FRET 
Incremento de la ratio de 
fluorescencia Rojo/Verde 
anti-nNOS*//anti-NMDAr*  46 ± 5 3,3 ± 0,3 
anti-LVOCC*//anti-Cb5R* 32 ± 8 2,4 ± 0,2  
anti-nNOS*//anti-LVOCC* 16 ± 10  2,0 ± 0,7 
anti-nNOS*//anti-PMCA* 14 ± 5 2,4 ± 0,3 
   
Pares donador/aceptor sin 
porcentaje de eficiencia de FRET 
significativa indicando que están 
separados por más de 80 nm.  
  
anti-nNOS*//anti-NCX*   
anti-nNOS*//anti-NCX1*   
anti-PMCA1/4*//anti-Cb5R*   
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4.3.3. Inmunoprecipitación de proteínas presentes en los rafts lipídicos. 
 
Con el objetivo de evaluar la presencia de complejos proteicos estables en los 
microdominios asociados a los rafts lipídicos y su asociación a la caveolina-1, el 
marcador principal de rafts lipídicos utilizado en este estudio, se ha utilizado la técnica 
de inmunoprecipitación en presencia de 25 mM MβCD con lisados de las neuronas 
granulares de cerebelo como ha sido descrito en “Materiales y métodos”. Dado que la 
MβCD solubiliza la matriz lipídica de los rafts al unir colesterol, con este método 
hemos evaluado la posibilidad de la formación de complejos proteicos por asociación de 
proteínas como L-VOCC, NMDAr, PMCA, NCX y nNOS con la caveolina-1. En los 
geles de electroforesis se han cargado (1) la muestra precipitada con la matriz que 
llevaba unido el anticuerpo anti-caveolina-1 y (2) una parte alícuota del sobrenadante 
que contenía la muestra que no se ligó a la matriz. 
 La figura 4.3.8 - panel I muestra que co-precipitan con la caveolina-1 las 
siguientes proteínas presentes en los rafts lipídicos de las CGN: el NMDAr, el L-
VOCC, la PMCA, el NCX y la nNOS. Pero se observan notables diferencias entre los 
resultados obtenidos para cada una de estas proteínas. Nótese que el NMDAr se liga 
completamente a la caveolina-1 porque no se observa ninguna banda en la calle del gel 
donde se ha colocado el sobrenadante, a diferencia de lo que se observa para el L-
VOCC, para la PMCA, para el NCX y para la nNOS. Estas proteínas también se ligan a 
la caveolina-1, pero no totalmente porque la banda de la proteína se observa tanto en la 
calle correspondiente a la matriz que tiene la caveolina-1 como en la calle del gel donde 
fue colocado una parte del sobrenadante. Más aún, una vez evaluados los datos para el 
total del volumen de sobrenadante la proporción de la cantidad de proteína no ligada a 
la caveolina-1 con respecto a la proteína ligada a la caveolina-1 es de 17:1 para la 
PMCA, de 9,8:1 para el NCX, de 7,7:1 para el LVOCC y de 3,6:1 para la nNOS. 
Otro resultado a destacar es el de inmunoprecipitación utilizando una matriz 
unida a anti-NMDAr y revelando la membrana con el anti-LVOCC (Fig. 4.3.8 – panel 
II), ya que la presencia de los L-VOCC en la matriz precipitada junto con la proximidad 
espacial entre estas proteínas en los submicrodominios asociados a los rafts lipídicos 
(apartado 4.1.4 de este capítulo de “Resultados”) sugiere fuertemente la existencia de 
una interacción directa entre ambas proteínas.  
Adicionalmente, los experimentos de inmunoprecipitación con la matriz unida al 
anti-NMDAr ponen de manifiesto la presencia de una banda reactiva contra la nNOS en 
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los precipitados. La presencia de una banda reactiva contra la nNOS también ha sido 
observada en los precipitados de la matriz unida al anti-Cb5R (DIA-1) (Fig. 4.3.8 – 
panel II y III). Sin embargo, en estos casos los experimentos de FRET indicaron una 
mayor separación entre la nNOS y estas proteínas (NMDAr y Cb5R), lo que sugiere que 
los resultados de inmunoprecipitación reflejan la presencia o complejos multiméricos 
del citoesqueleto de caveolina-1 con estas proteínas en los precipitados.  
 
PMCA1/4
M S
L-VOCC
NCX
NMDAr
nNOS
174,6 kDa
177,8 kDa
128 kDa
157,5 kDa
66,8 kDa
184,5 kDa
L-VOCC
II 158,3 kDa
nNOS
156,7 kDa
nNOS
III
I
 
 
Figura 4.3.8 – Experimentos de co-inmunoprecipitación realizados como se describe en el 
capítulo 3.9 de “Materiales y métodos”. Co-inmunoprecipitación de proteínas presentes en los 
rafts lipídicos. Panel I – presencia del NMDAr, L-VOCC, PMCA, NCX y nNOS en la co-
inmunoprecipitación con la caveolina-1 en la matriz (M) y del L-VOCC, PMCA, NCX y nNOS 
en el sobrenadante sin caveolina-1 (S). Panel II – L-VOCC y nNOS co-inmunoprecipitan con el 
NMDAr. Panel III - nNOS co-inmunoprecipita con la Cb5R. 
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4.4. Sistemas más relevantes en la homeostasis de la concentración del 
calcio intracelular en neuronas granulares del cerebelo. 
 
En esta sección se presentan los resultados obtenidos sobre el análisis de la 
relevancia para la homeostasis del calcio citosólico en las CGN de los sistemas de 
entrada y salida de calcio de la membrana plasmática presentes en los microdominios 
asociados a los rafts lipídicos que han sido descritos en los apartados expuestos 
previamente. Para tal fin se ha utilizado una gama de inhibidores y antagonistas de estos 
sistemas ampliamente aceptados y utilizados en estudios funcionales de los mismos. 
Para medir la [Ca2+]i se ha utilizado el fura-2 AM como se ha descrito en el apartado de 
“Materiales y métodos” en la sección 3.10. Transcurridos 10 minutos del registro de la 
situación control se añadió a cada placa el inhibidor o antagonista seleccionado y se 
registró la ratio 340/380 durante más de 20 minutos. Las gráficas representadas son los 
valores promedio de los obtenidos para las células presentes en una placa representativa 
de cada condición, teniendo en cuenta que para cada condición se han repetido los 
experimentos con al menos 3 placas de 3 preparaciones de CGN diferentes (nº de placas 
analizadas ≥9). 
 
4.4.1. El bloqueo de los canales de tipo L activados por voltaje (L-VOCC) 
disminuye de manera sostenida la [Ca2+]i en las CGN en cultivo. 
 
Las dihidropiridinas (DHP) son inhibidores selectivos de los canales de tipo L 
activados por voltaje (Fox et al., 1987). En este estudio hemos utilizado la nifedipina 
como bloqueador de los L-VOCC y en la gráfica 4.4.1 se puede observar su efecto en la 
[Ca2+]i de las neuronas granulares de cerebelo en condiciones normales de cultivo. Tras 
la adición de la nifedipina la ratio 340/380 disminuyó de manera sostenida desde un 
valor promedio 0,95 hasta un valor promedio de 0,6. Esta disminución indica no sólo 
que la dihidropiridina en las CGN bloquea fuertemente a la entrada de calcio en las 
neuronas, sino que además estos canales desempeñan un papel crítico para el 
mantenimiento del nivel de estado estacionario moderadamente elevado de la 
concentración del calcio citosólico. 
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Gráfica 4.4.1 – La nifedipina, un bloqueador de los L-VOCC disminuye la [Ca2+]i en las CGN. 
Registro cinético de la ratio 340/380 de CGN cargadas con fura-2 AM en MLocke 25 durante 
600 segundos y la posterior adición de 10 µM de nifedipina con inicio de registro a los 660 
segundos.  
 
Además de los L-VOCC se ha estudiado el efecto que la inhibición de los 
canales de tipo N activados por voltaje tiene para la homeostasis del calcio citosólico de 
las CGN maduras en cultivo. Hemos utilizado para tal fin la ω-conotoxina, una toxina 
de 27 aminoácidos obtenida del caracol marino conus geographus descubierta por 
(McCleskey et al., 1987) por su propiedad de bloquear los canales de calcio tipo N 
activados por voltaje. Estudios posteriores demostraron que es un inhibidor específico y 
reversible de los canales de tipo N activados por voltaje (Aosaki y Kasay, 1989; 
Plummer y Hess, 1991). En la gráfica 4.4.2 puede observarse que la inhibición de estos 
canales de tipo N no tiene efecto significativo en la homeostasis del calcio citosólico, 
[Ca2+]i, en las condiciones normales de cultivo en las CGN maduradas in vitro. 
 Una vez estudiada la inhibición de los canales de calcio activados por voltaje 
hemos centrado nuestra atención en los NMDAr, el otro sistema importante en la 
entrada de calcio en las CGN. 
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Gráfica 4.4.2 – La ω-conotoxina, un inhibidor especifico de los canales de tipo N activados por 
voltaje, no afecta los niveles de [Ca2+]i citosólico en las CGN. Registro cinético de la ratio 
340/380 de CGN cargadas con fura-2 AM en MLocke 25 durante 600 segundos y la posterior 
adición de 10 µM de ω-conotoxina con inicio de registro a los 660 segundos. 
 
4.4.2. El MK-801, un antagonista del NMDAr, tiene un efecto poco relevante en la 
[Ca2+]i de las CGN en cultivo. 
 
El (+)-5-metil-10,1l-dihidro-5H-dibenzo[a,d]ciclohepteno-5,10-imino maleato 
(MK-801) es el antagonista no competitivo del NMDAr más utilizado en modelos 
animales. NMDAr es un receptor ionotrópico del L-glutamato, el principal 
neurotransmisor excitador del cerebro, cuya activación induce la apertura del canal de 
calcio de alta conductancia presente en su estructura. El MK-801 se une dentro del canal 
iónico del receptor, previniendo así el influjo de los iones Ca2+ a través del canal (Coan 
et al., 1987). 
A pesar de que las CGN diferenciadas en cultivo al DIV 8 expresan los NMDAr 
(Balazs et al., 1988; Bessho et al., 1994; Resink et al., 1995) hay que tener en cuenta 
que estos receptores tienen una composición de las subunidades aún inmadura (Vallano 
et al., 1996). Por eso en estos estudios de bloqueo de la entrada de calcio a través de 
estos receptores se han utilizado las CGN al DIV 10. En la gráfica 4.4.3 se puede 
observar que tras adicionar el MK-801 los niveles de calcio no han cambiado 
significativamente, indicando que la entrada de calcio por este receptor en este modelo 
celular no es muy significativa en condiciones normales de cultivo. 
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Gráfica 4.4.3 – El MK-801, un antagonista del NMDAr, disminuye de forma poco relevante la 
[Ca2+]i  en las CGN. Registro cinético de la ratio 340/380 de CGNs cargadas con fura-2 AM en 
MLocke 25 durante 600 segundos y la posterior adición de 10 µM de MK-801 con inicio de 
registro a los 660 segundos. 
 
4.4.3. La PMCA es el sistema de salida de calcio de la membrana plasmática más 
relevante en las CGN en cultivo. 
 
 Después de analizar el efecto de bloqueo en los sistemas de entrada de calcio en 
las neuronas granulares de cerebelo procedimos a analizar el peso relativo de los 
sistemas de salida de calcio de la membrana plasmática de las CGN para la homeostasis 
del [Ca2+]i. Para tal fin se han utilizado el KB-R7943 y la eosina Y, inhibidores del 
intercambiador Na+/Ca2+ (NCX) y de la Ca2+-ATPasa de la membrana plasmática 
(PMCA), respectivamente. 
 La inhibición de la PMCA tiene un papel más fuerte en la subida de la [Ca2+]i 
que la inhibición del NCX como se deriva de los resultados obtenidos en nuestro 
estudio y presentados en la gráfica 4.4.4 y 4.4.5. Más aún, en las condiciones normales 
del cultivo de las CGN utilizadas en este estudio la inhibición del NCX no parece tener 
un efecto significativo a corto plazo sobre la homeostasis del calcio citosólico, ya que 
no parece favorecer la subida del calcio intracelular. Sin embargo, en la gráfica 4.4.5 se 
puede observar que cuando estos dos bloqueantes son añadidos de manera simultánea a 
la placa el efecto de la eosina Y se refuerza por la presencia de KB-R7943, provocando 
una más potente desregulación de la homeostasis del calcio citosólico, como lo 
evidencia una mayor subida sostenida de la [Ca2+]i.  
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Gráfica 4.4.4 – El KB-R7943, un inhibidor del NCX no afecta los niveles de [Ca2+]i en las 
CGN. Registro cinético de la ratio 340/380 de CGNs cargadas con fura-2 AM en MLocke 25 
durante 600 segundos y la posterior adición de 5 µM de KB-R7943 con inicio de registro a los 
660 segundos. 
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Gráfica 4.4.5 - La eosina Y, un inhibidor de la PMCA, incrementa los niveles de [Ca2+]i en las 
CGN y este efecto se ve potenciado por la presencia de KB-R7943. Registro cinético de la ratio 
340/380 de las CGNs cargadas con fura-2 AM en MLocke 25 durante 600 segundos y la 
posterior adición de 5 µM de Eosina Y (círculos negros) ó 5 µM de Eosina Y con 5 µM de KB-
R7943 (círculos rojos) con inicio de registro a los 660 segundos.  
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4.4.4. El bloqueo de la Ca2+-ATPasa del retículo sarcoplasmático (SERCA) no 
altera significativamente a corto plazo la homeostasis de la [Ca2+]i en las CGN en 
cultivo. 
 
 Para cuestionar el papel de las reservas intracelulares de calcio en la homeostasis 
del calcio citosólico se han determinado los niveles de [Ca2+]i tras tratamiento de las 
CGN con un inhibidor de la Ca2+-ATPasa del retículo sarcoplasmático (SERCA).  El 
inhibidor utilizado fue el ácido ciclopiazónico (CPZ) (Goeger et al., 1988; Seidler et al., 
1989). Los resultados obtenidos permiten concluir que, a corto plazo, la inhibición de la 
SERCA no tiene efecto en la [Ca2+]i (gráfica 4.4.6). Los niveles medidos de calcio 
citosólico no cambian tras la adición del CPZ a la placa en estudio. Se puede entonces 
concluir que son los sistemas de membrana plasmática los más influyentes en el 
mantenimiento de la homeostasis de la concentración de calcio citosólico en estas 
neuronas, siendo en este modelo celular y en las condiciones de cultivo utilizadas en 
este trabajo los L-VOCC y la PMCA los sistemas más relevantes en la entrada y salida 
de este ión, respectivamente. 
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Gráfica 4.4.6 – El CPZ, un inhibidor de la SERCA, no altera a corto plazo los niveles de [Ca2+]i 
en las CGN. Registro cinético de la ratio 340/380 de las CGNs cargadas con fura-2 AM en 
MLocke 25 durante 600 segundos y la posterior adición de 50 µM de CPZ con inicio de registro 
a los 660 segundos.  
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4.4.5. La disminución de la [Ca2+]i por bloqueo de los L-VOCC no se previene por 
los inhibidores del NCX o de la PMCA en las CGN en cultivo. 
 
Una vez analizados los sistemas principales de entrada y salida de calcio de la 
membrana plasmática estudiamos las posibles sinergias derivadas de la presencia 
simultánea de varios bloqueantes, para determinar el orden jerárquico de estos sistemas 
en el mantenimiento de la [Ca2+]i en condiciones normales de cultivo de las CGN. En la 
gráfica 4.4.7 se demuestra que la eosina Y y el KB-R7943 son adicionados junto con la 
nifedipina no tienen efecto adicional al observado sólo con la nifedipina en la 
concentración del calcio intracelular de las CGN en las condiciones normales de cultivo 
utilizadas en este trabajo. Así, la disminución en la [Ca2+]i es igualmente rápida y no es 
significativamente distinta a la que se observa cuando se inhiben solamente los L-
VOCC (gráfica 4.4.1– sección 4.4.1.). Este resultado nos permite concluir que los L-
VOCC tienen un papel fundamental en el control de la homeostasis del calcio 
citosólico, [Ca2+]i, en estas neuronas en las condiciones normales de cultivo utilizadas 
en este trabajo. 
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Gráfica 4.4.7 - La eosina Y y el KB-R7943 no atenúan ni revierten a corto plazo el efecto de la 
nifedipina en la disminución de la [Ca2+]i. Registro cinético de la ratio 340/380 de CGNs 
cargadas con fura-2 AM en MLocke 25 durante 600 segundos y la posterior adición de 10 µM 
de nifedipina más 5 µM de eosina Y y 5 µM de KB-R7943 con inicio de registro a los 660 
segundos.  
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4.5. Importancia de la organización de los sistemas de transporte de 
calcio en microdominios asociados a los rafts lipídicos para el control 
de la homeostasis del calcio citosólico de las neuronas granulares del 
cerebelo maduradas in vitro. 
 
Colesterol y gangliósidos son marcadores característicos de los rafts lipídicos.  
El colesterol es un importante regulador en la organización de los lípidos en las 
membranas biológicas (Goldstein y Brown, 2001) que afecta las propiedades físicas de 
las membranas, tales como la compactación a nivel molecular de los fosfolípidos, la 
fluidez de membrana y potencia la fusión de membranas (Churchward et al., 2005). 
Además esta asociado a microdominios funcionales tipo raft lipídico funcionando como 
sitio de interacción especifica proteína-lípido (Lucero y Robbins, 2004). Los 
gangliósidos están también implicados en interacciones lípido-proteína con funciones 
reguladoras o de focalización en microdominios estructurales. Teniendo en 
consideración que la neuraminidasa tiene la capacidad de liberar por hidrólisis romper el 
acido N-acetil neuramínico, un constituyente de los gangliósidos del cerebro (Burton, 
1963), se ha considerado la hipótesis de su aplicación en los estudios presentados en 
este capítulo. Sin embargo, los experimentos que hemos realizado con tratamientos de 
las CGN con neuraminidasa (digestión de las CGN con 0,4 U/ml de neuraminidasa 
durante 1h) no han revelado ninguna alteración significativa ni en el control de la 
homeostasis del calcio citosólico en respuesta a cambios de la concentración de potasio 
en el medio extracelular, ni a L-glutamato. Más aún, el tratamiento de las CGN con 
neuraminidasa no provocó cambios en los parámetros de FRET entre los pares de 
proteínas encontradas en los submicrodominios asociados a los rafts lipídicos 
siguientes: L-VOCC/NMDAr, nNOS/NMDAr, L-VOCC/caveolina-1 marcadas con 
sondas fluorescentes que forman un par donador/aceptor siguiendo los protocolos 
utilizados en secciones anteriores del capítulo de “Resultados” de esta Tesis Doctoral. 
Sin embargo, hemos encontrado que la metil-β-ciclodextrina (MβCD), conocida por 
romper la integridad de los dominios enriquecidos en colesterol de la membrana 
plasmática (Ko et al., 2005; Sun et al., 2005; Shvartsman et al., 2006), tiene efectos 
significativos sobre la homeostasis del calcio citosólico en las CGN y su respuesta a 
cambios de la concentración de potasio en el medio extracelular y a L-glutamato. Por 
estas razones, hemos cuestionado la posibilidad de que la MβCD produzca alteraciones 
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de la organización estructural de los L-VOCC y de los NMDAr en los 
submicrodominios asociados a los rafts lipídicos descritos en los apartados anteriores en 
las CGN. 
 
4.5.1. Viabilidad celular de las neuronas granulares del cerebelo y medida del 
contenido en colesterol tras el tratamiento con la MβCD. 
 
 Con el objeto de iniciar un tratamiento en las CGN con la MβCD se estudió 
primeramente el efecto de este compuesto en la viabilidad celular, para definir el 
intervalo de concentraciones de MβCD en el que un tratamiento de duración controlada 
de las CGN no produce una pérdida significativa de la viabilidad celular. Para tal fin se 
han incubado las neuronas granulares de cerebelo a 37 ºC con diferentes 
concentraciones de MβCD durante 10 minutos: 0, 5, 10, 15, 20 y 25 mM. A 
continuación se ha analizado su viabilidad celular como ha sido descrito en la sección 
de “Materiales y métodos” (sección 3.5.2.). En la gráfica 4.5.1 se presentan los 
resultados obtenidos, utilizando como 100 % de viabilidad el resultado obtenido para la 
situación control, es decir, tratamiento en ausencia de la MβCD. Se puede observar que 
la viabilidad celular se mantiene los 25 minutos del tratamiento con la MβCD (tiempo 
de tratamiento más tiempo de reacción con el MTT) hasta una concentración de 20 mM 
de MβCD en las placas. Por encima de esta concentración, el tratamiento con MβCD 
induce una rápida pérdida de la viabilidad celular, ya que cuando subimos la 
concentración de MβCD a 25 mM se observa una muerte de aproximadamente 70 % 
(gráfica 4.5.1).  
Para confirmar que la MβCD estaba extrayendo el colesterol de la membrana plasmática 
de las CGN se ha medido el contenido de colesterol en los lisados celulares y en el 
sobrenadante, después de realizar el tratamiento con diferentes concentraciones de 
MβCD preparada en tampón MLocke 25 durante 20 minutos. En la tabla 4.5 se puede 
observar la disminución de la concentración de colesterol en los lisados celulares en 
función de la concentración de MβCD aplicada en la placa. 
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Gráfica 4.5.1 – Viabilidad celular de las CGNs tras tratar con MβCD  durante 10 minutos. Las 
concentraciones de MβCD utilizadas fueron 0, 5, 10, 15, 20 y 25 mM. El porcentaje fue 
calculado en relación al control sin MβCD. 
  
Tabla 4.5 – Extracción del colesterol de las CGN por MβCD. Las medidas y deterrminación de 
la concentración de colesterol se han realizado como se ha descrito en el apartado 3.11 de 
“Materiales y métodos” en los lisados de CGN y en el sobrenadante de las CGN tras el 
tratamientos con diferentes concentraciones de MβCD. 
[MβCD] (mM) [Colesterol] (µM) en los 
lisados de las CGN 
[Colesterol] (µM) en los 
sobrenadantes 
0 12, 3 ± 0,95 0,23 ± 0,07 
5 7,3 ± 0,87 18,5 ± 1,3 
10 2,2 ± 0,42 42 ± 3,2 
20 2,7 ± 0,38 38,5 ± 5,7 
 
4.5.2. Efecto de la MβCD y de la neuraminidasa en los niveles de [Ca2+]i de las 
CGN en un medio de bajo potasio extracelular (medio pro-apoptótico) y en un 
medio parcialmente despolarizante de la membrana plasmática (medio de 
supervivencia in vitro).  
 
 En la bibliografía ha sido ampliamente descrito que la disminución de la 
concentración de potasio (K+) del medio extracelular hasta 5 mM produce una 
disminución sostenida de la [Ca2+]i y que esta es una señal suficiente para inducir la 
apoptosis de las neuronas granulares de cerebelo cultivadas in vitro (Franklin y Johnson, 
1992). La activación de los canales de Ca2+ activados por voltaje (VOCC) permite 
racionalizar la subida de Ca2+ observada en las CGN después de una despolarización 
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parcial al incrementar la concentración de KCl hasta 25 mM (Franklin y Johnson, 1992; 
Marchetti y Usai, 1996; Evans y Pocock, 1999; Toescu, 1999). Las CGN maduras (7-8 
DIV) expresan varios tipos de canales VOCC. Además de la expresión de los canales 
tipo L (L-VOCC) sensibles a las dihidropiridinas (DHP), estas neuronas expresan 
también los canales de tipo N, P, Q, R y T que son resistentes a los bloqueantes de los 
L-VOCC y tienen una velocidad de desactivación más rápida que la de los L-VOCC 
(Forti et al., 1994; Pearson et al., 1995; Randall y Tsien, 1995, 1997; Tottene et al., 
1996; Schramm et al., 1999). Por otra parte, diversos estudios han demostrado que en 
CGN maduras, cultivadas en un medio donde la concentración de KCl es de 25 mM 
(K25), los canales de tipo L son los principales responsables de la subida sostenida de la 
[Ca2+]i tras una despolarización parcial de la membrana por 25 mM de KCl en el medio 
extracelular promoviendo la supervivencia neuronal (Franklin y Johnson 1992; 
Marchetti y Usai, 1996; Sée et al., 2001). La relevancia de esta subida sostenida de la 
[Ca2+]i producida por la despolarización parcial de la membrana en K25 es subrayada 
por el hecho de que en las primeras horas tras la inducción de apoptosis por 5 mM de 
KCl en el medio, la muerte celular puede ser ampliamente bloqueada simplemente por 
la adición de KCl al medio extracelular hasta alcanzar una concentración de 25 mM 
(Gallo et al., 1987; Martin-Romero et al., 2002b). 
 Teniendo en cuenta que los L-VOCC particionan extensamente en los 
microdominios asociados a los rafts lipídicos de las CGN (como se ha concluido en 
secciones anteriores de esto capítulo de “Resultados”) y lo indicado en el párrafo 
anterior, hemos cuestionado experimentalmente si MβCD altera la respuesta de la 
[Ca2+]i cuando se eleva la concentración de KCl en el medio extracelular desde 5 a 25 
mM. Para realizar estos experimentos hemos seleccionado dos tiempos de incubación 
de las CGN en medio con KCl 5 mM, 1 y 3h, porque resultados previos de nuestro 
laboratorio han demostrado que hasta las 3h el proceso apoptótico de las CGN se 
bloquea simplemente subiendo KCl en el medio extracelular hasta 25 mM (Martin-
Romero et al., 2002b), es decir, en la ventana temporal previa a la entrada de las CGN 
en la fase irreversible de la apoptosis. Después de medir la ratio 340/380, 
simultáneamente se añadieron 20 mM de KCl hasta completar los 25 mM y diferentes 
concentraciones de MβCD, midiéndose a continuación la cinética de cambio de la ratio 
340/380 durante aproximadamente 15 minutos. Los resultados obtenidos tras 1h de 
incubación de las CGN en K5 se presentan en la gráfica 4.5.2 – A y muestran que los 
cambios en los niveles de la [Ca2+]i tras la subida de KCl hasta 25 mM es idéntica al 
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control a las concentraciones de 5 y 10 mM de MβCD. Para concentraciones más 
elevadas de MβCD, 15 y 20 mM, la cinética de caída de la [Ca2+]i después de la rápida 
subida inducida por la despolarización de la membrana plasmática se ve atenuada, lo 
que tiene como consecuencia que la [Ca2+]i se mantenga más elevada de manera más 
sostenida. Una incubación de 3h de las CGN en K5 las sensibiliza a la MβCD, ya que en 
este caso la ralentización de la cinética de caída de la [Ca2+]i tras la rápida subida 
inducida por la despolarización de la membrana plasmática se observó a la 
concentración más baja estudiada de MβCD, 5 mM (gráfica 4.5.2 – B). 
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Gráfica 4.5.2 - Cinética de las alteraciones en la concentración de calcio intracelular inducidos 
por cambios en la concentración de potasio en el medio extracelular de 5 mM a 25 mM, en 
CGNs tratadas con diferentes concentraciones de MβCD. A – tratamiento con bajo potasio (K5) 
durante 1 hora. B – tratamiento con bajo potasio (K5) durante 3 horas. 
 
 Los resultados anteriores sugieren cambios en el nivel de actividad de los L-
VOCC inducidos por MβCD en las condiciones de despolarización parcial de la 
membrana plasmática producida por 25 mM KCl en el medio extracelular. Para 
confirmar este punto hemos estudiado el efecto de la MβCD sobre la disminución de la 
[Ca2+]i cuando se cambia el medio de 25 mM KCl a 5 mM KCl en presencia de la 
MβCD. En la gráfica 4.5.3 se presentan los resultados de ratio 340/380 obtenidos, que 
muestran la disminución de la respuesta celular para concentraciones iguales o 
superiores a 15 mM de la MβCD, pero no a concentraciones de 5 y 10 mM de MβCD. 
Por otra parte cuando se realiza el mismo experimento pero con una pre-incubación de 1 
hora con 0,4 U/ml de neuraminidase no se observan alteraciones en la disminución de la 
concentración del calcio intracelular con respecto a la situación control (gráfica 4.5.3), 
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lo que permite excluir un papel relevante de los gangliósidos en la inactivación de los L-
VOCC en las CGN por disminución de potasio en el medio extracelular. 
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Gráfica 4.5.3 – Disminución de la ratio 340/380 por alteraciones en la concentración de calcio 
intracelular inducidos por cambios en la concentración de potasio en el medio extracelular (25 
mM – 5 mM), en CGN tratadas con diferentes concentraciones de MβCD y con neuraminidasa. 
 
Considerando la importancia de los L-VOCC como principal vía de entrada de 
calcio en respuesta a cambios de la concentración de KCl en el medio extracelular 
(comentada previamente) se puede afirmar que no se observa un efecto significativo en 
la entrada de calcio mediada por estos canales para concentraciones inferiores o iguales 
a 10 mM MβCD. La concentración de 10 mM MβCD es, pues, desde un punto de vista 
metodológico un umbral significativo, teniendo en cuenta que esta es la concentración 
de MβCD para la cual se obtiene la mayor extracción de colesterol de las CGN (tabla 
4.5). Por estas razones, la hemos utilizado en los experimentos siguientes como la 
concentración máxima de MβCD.  
Para confirmar que la MβCD no altera la entrada de calcio por los L-VOCC se 
ha estudiado el efecto de los bloqueantes directos de los L-VOCC, la nifedipina y la 
nimodipina, sobre la [Ca2+]i en presencia y ausencia de estas concentraciones de MβCD. 
Las dihidropiridinas (DHP) son agentes bloqueantes de la entrada de Ca2+ a través de 
los canales L-VOCC, siendo la nifedipina y la nimodipina dos de las dihidropiridinas 
más ampliamente utilizadas (Fox et al., 1987). Los resultados presentados en la gráfica 
4.5.4 muestran que la respuesta a nifedipina y nimodipina no se ve significativamente 
alterada en presencia de concentraciones de 5 y 10 mM de MβCD. Por tanto, 
concluimos que con los tiempos de incubación de las CGN ensayados para estas 
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concentraciones de MβCD la entrada de calcio a través de los L-VOCC no se altera 
significativamente. 
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Gráfica 4.5.4 - Cinética de las alteraciones en la concentración de calcio intracelular inducidos 
por 1 µM de nifedipina (A) o 1 µM de nimodipina (B) en presencia de diferentes 
concentraciones de MβCD añadida a los 300 s. 
 
4.5.3. Efecto de la MβCD en la elevación de la [Ca2+]i en las CGN inducida por la 
adición de L-glutamato al medio extracelular: bloqueo de la entrada de calcio a 
través del NMDAr. 
 
Los NMDAr desempeñan un papel muy relevante en la excitabilidad de las 
neuronas glutamatérgicas como las CGN. Adicionalmente, en un estudio previo de 
nuestro laboratorio se ha puesto de manifiesto la importancia del control de la entrada 
de calcio a través de los L-VOCC en la neurotoxicidad de L-glutamato tras exposición 
de las CGN al NaSH (García-Bereguiaín et al., 2008) y en esta Tesis Doctoral hemos 
demostrado que los L-VOCC y los NMDAr se encuentran muy próximos dentro de los 
submicrodominios asociados a los rafts lipídicos en las CGN. Por estas razones, hemos 
estudiado el efecto de la disrupción de los rafts lipídicos por tratamiento de las CGN 
con MβCD sobre la respuesta del NMDAr a la adición extracelular de L-glutamato. 
Teniendo en consideración la tardía maduración de las subunidades de este receptor, 
descritas en Vallano et al. (1996), los experimentos se han realizado al DIV 10 de 
maduración in vitro. Los resultados obtenidos se presentan en la gráfica 4.5.5 y 
muestran la elevación de la [Ca2+]i en respuesta al L-glutamato en la situación control y 
en presencia de diferentes concentraciones de MβCD y de dos antagonistas del NMDAr, 
[(+)-5-metil-10,1l-dihidro-5H-dibenzo[a,d]ciclohepteno-5,10-imino maleato] MK-801 y 
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[(2R)-amino-5-phosphonopentanoate] APV. Puesto que tanto MK-801 como APV 
bloquean completamente el incremento de la [Ca2+]i en las CGN inducido por la 
aplicación de L-glutamato, podemos concluir que el efecto de L-glutamato se debe a la 
entrada de calcio a través del NMDAr. Estos resultados ponen de manifiesto: (1) que 
basta una concentración de 2,5 mM de MβCD para eliminar el incremento de la [Ca2+]i 
de las neuronas granulares del cerebelo inducido por la adición de L-glutamato 
extracelular y (2) y que la depleción de colesterol celular por la MβCD bloquea la 
activación del NMDAr inducida por L-glutamato.  
0 300 600 900 1200 1500 1800
0,6
0,7
0,8
0,9
1,0
1,1
1,2
1,3
1,4
1,5
1,6
+ MβCD
+ MK-801
+ APV
+ 100 μM L-Glutamato
Tiempo (s)
 Control 
 2,5 mM MβCD
 5 mM MβCD
 7,5 mM MβCD 
 10 mM MβCD 
 10 μM MK-801
 100 μM APV R
at
io
 3
40
/3
80
R
at
io
 3
40
/3
80
 
Gráfica 4.5.5 - Cinética de las alteraciones en la concentración de calcio intracelular cuando se 
añade 100 µM de L-glutamato al medio extracelular de las CGN en la presencia de diferentes 
concentraciones de MβCD y en presencia de los antagonistas del NMDAr, el MK-801 y el APV 
a los 300 s. 
 
4.5.4. Efecto de la MβCD en la distribución de la CTB, de los L-VOCC y de los 
NMDAr en las neuronas granulares de cerebelo. 
 
Teniendo en consideración la proximidad del L-VOCC y del NMDAr y la 
presencia de estos sistemas en los microdominios asociados a los rafts lipídicos hemos 
cuestionado experimentalmente si al eliminar colesterol de la membrana plasmática con 
MβCD obteníamos un cambio significativo en la distribución de estos dos sistemas de 
entrada de calcio con respecto a la localización de la toxina B del cólera (CTB). Con 
este objetivo, hemos marcado separadamente las células con 1µg/ml CTB-A555, con 
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anti-NMDAr/IgG-Alexa488 y con 8 nM DM-Bodipy DHP, un ligando fluorescente de 
los L-VOCC. Las imágenes de microscopía de fluorescencia de las CGN se adquirieron 
con el microscopio invertido Nikon Diaphot 300 equipado con un accesorio de 
epifluorescencia y una cámara ORCA-R2 y posteriormente fueron analizadas con el 
software HCImage de la cámara ORCA-R2. Las imágenes se adquirieron antes y 
después del tratamiento con 15 mM MβCD. Los resultados obtenidos no permiten 
observar cambios tras el tratamiento con la MβCD ni en la fluorescencia de CTB (figura 
4.5.1- panel I), ni en la fluorescencia del complejo anti-NMDAr/IgG-A488 (figura 4.5.1 
– panel II). Sin embargo, la fluorescencia del marcador fluorescente de los L-VOCC, 
DM-Bodipy DHP, cambia fuertemente tras el tratamiento con la MβCD. En la figura 
4.5.1 – panel III se puede observar un fuerte incremento en la intensidad de 
fluorescencia del DM-Bodipy DHP tras el tratamiento y además mucho más 
concentrada en los somas neuronales. Sin embargo la eficiencia de FRET entre el 
NMDAr y el ligando fluorescente del L-VOCC (ST-Bodipy DHP) no se vió 
significativamente alterada tras el tratamiento con 15 mM de MβCD. 
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Figura 4.5.1 – Efecto del tratamiento con 15 mM MβCD durante 15 minutos en la fluorescencia 
de marcadores de la distribución de diferentes proteínas en las CGN. Imágenes representativas  
de contraste de fase (CF) y de la fluorescencia en verde (FV) de las células marcadas con 
1µg/ml CTB-A555 (I), anti-NMDAr/Alexa488-IgG (II) y 8 nM DM-Bodipy DHP (III) antes (A) 
y después (B) del tratamiento con la MβCD. El tiempo de exposición utilizado para obtener las 
imágenes de fluorescencia verde fue de 0,5 s. 
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 Como se indicó anteriormente los gangliósidos son otros lípidos enriquecidos y 
característicos en los rafts lipídicos. Por esta razón, hemos cuestionado 
experimentalmente si el tratamiento con la neuraminidasa altera la distribución del L-
VOCC en la membrana plasmática de las CGN. Sin embargo, el tratamiento de las CGN 
con 0,4 U/ml de neuraminidasa durante 1h no induce cambios observables  de 
distribución de los L-VOCC, monitorizados utilizando la sonda DM-Bodipy DHP (Fig. 
4.5.2). 
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Figura 4.5.2 – Efecto del tratamiento de las CGN con 0,4 U/ml neuraminidasa durante 1 hora 
en la fluorescencia de DM-Bodipy DHP, un ligando fluorescente de los L-VOCC. Imágenes 
representativas  de contraste de fase (CF) y de la fluorescencia en verde (FV) de las células 
marcadas con 8 nM DM-Bodipy DHP antes (A) y después (B) del tratamiento con la 
neuraminidasa. El tiempo de exposición utilizado para obtener las imágenes de fluorescencia 
verde fue de 0,5 s. 
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4.6. Modulación de la homeostasis del calcio citosólico en las CGN por 
proteínas quinasas. 
 
El efecto de la depleción de colesterol descrito en el apartado anterior apoya la  
hipótesis de un papel relevante del acoplamiento espacial entre las diferentes proteínas 
reguladoras y los sistemas de entrada de calcio de la membrana plasmática de las CGN 
en el control de la homeostasis del calcio citosólico. Adicionalmente, estos resultados 
sugieren estudiar los mecanismos moleculares por los que la depleción del colesterol 
puede modular la homeostasis del calcio citosólico en las CGN. A este respecto, ha sido 
reportado que la depleción de colesterol en cardiomiocitos puede modular la 
fosforilación de los L-VOCC y tener así un efecto indirecto en estos canales (Tsujikawa 
et al., 2008), y en el mismo estudio se sugiere que la depleción de colesterol suprime la 
fosforilación de los L-VOCC catalizada por la PKA. El efecto de las proteínas quinasas 
en la entrada de calcio ha sido ampliamente estudiado en cardiomiocitos. En algunos de 
estos estudios se ha demostrado la regulacción por la PKA de la PMCA (Baggaley et 
al., 2007), de los L-VOCC (Gao et al., 1997, Bünemann et al., 1999; Kamp y Hell, 
2000) y de los NMDAr (Raman et al., 1996; Leonard y Hell, 1997; Tingley et al., 
1997). Otros estudios han mostrado que también la PKC está implicada en la regulación 
de la actividad de la PMCA (Zylinska et al., 1998), de los L-VOCC (Ren et al., 2010) y 
de los NMDAr (Liao y Leonard, 1999) y la interacción de los L-VOCC y de los 
NMDAr con la proteína quinasa II dependiente de la Ca2+/calmodulina (CaMKII) ha 
sido ampliamente documentada (Gallo et al., 1987, Gardoni et al., 2001, Grueter et al., 
2006, Li et al., 2012), así como la modulación funcional de la PMCA por la CaMKII 
(Colyer, 1998; Valverde et al., 2005). Por otra parte, Razani et al. (1999) han 
demostrado la co-localización y la interacción directa entre el dominio “scaffolding” de 
la caveolina-1 y la subunidad catalítica de la PKA in vitro e in vivo, y Pinard et al. 
(2005) han reportado la co-localización de los L-VOCC (CaV1.2) y de la CaMKII. Más 
aún Suzuki et al. (2008) han sugerido la asociación de la CaMKII con los rafts lipídicos. 
Por estas razones, hemos estudiado el efecto de inhibidores ampliamente 
aceptados de estas proteínas quinasas en la homeostasis del calcio citosólico en las CGN 
maduradas in vitro en el medio químicamente definido utilizado en las medidas del 
calcio intracelular realizadas en los apartados anteriores de los “Resultados” de esta 
Tesis Doctoral. 
 
115
4.6. Resultados 
 
4.6.1. Efecto de los inhibidores de la PKA, CaMKII y PKC en las alteraciones de la 
homeostasis del calcio intracelular de las CGN inducidas por L-glutamato y por la 
nifedipina. 
 
 Para evaluar el posible efecto de PKA, PKC y CaMKII hemos utilizado los 
inhibidores específicos de estas proteínas quinasas H-89, calfostina C y KN-93, 
respectivamente. En la gráfica 4.6.1 se presenta el efecto de estos inhibidores en 
condiciones sin tratamiento donde las células están en tampón MLocke 25 y tras 
algunos minutos de estabilización se les añade el inhibidor. Después de comprobar que 
la señal es estable (aproximadamente 15 minutos) se ha añadido 100 µM L-glutamato y 
se han adquirido datos durante unos 10-15 minutos. Podemos observar que la adición al 
medio de cultivo de los inhibidores de la PKA (H-89) y de la CaMKII (KN-93) produce 
una disminución de la ratio 340/380 en un corto espacio de tiempo (gráfica 4.6.1 - A y - 
B). Por el contrario, la adición del inhibidor de la PKC (calfostina C) no produce 
disminución de la ratio 340/380 (gráfica 4.6.1 - C). Sin embargo, el valor de la ratio 
340/380 alcanzado tras la adición de L-glutamato no se ve alterado significativamente 
en presencia o ausencia de los inhibidores de estas proteínas quinasas (gráfica 4.6.1 – A-
B).  
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Gráfica 4.6.1 - Cinética de las alteraciones en la concentración de calcio intracelular en las 
CGN mediada por la adición de 20 µM H-89 (A), 30 µM KN-93 (B) y 2 µM calfostina C (C) y 
posterior adición de 100 µM de L-glutamato. 
 
Una vez estabilizada la señal de ratio 340/380 tras la adición de los inhibidores 
de la PKA y de la CaMKII, la adición de la nifedipina a las placas no produce ningún 
cambio en la ratio 340/380 (gráfica 4.6.2 - A y - B), pero en el caso de utilizar la 
calfostina C se observa una disminución de la ratio 340/380 idéntica a la observada en 
la  situación control (gráfica 4.6.2 – C). En conjunto estos resultados muestran que los 
inhibidores de la PKA y de la CaMKII utilizados disminuyen la concentración del 
calcio citosólico hasta el nivel que se alcanza con los canales L-VOCC bloqueados, 
mientras que la calfostina C no tiene efecto en la concentración de calcio intracelular en 
tampón MLocke 25. 
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Gráfica 4.6.2 - Cinética de las alteraciones en la concentración de calcio intracelular en las 
CGN mediada por la adición de 20 µM H-89 (A), 30 µM KN-93 (B) y 2 µM calfostina C (C) y 
posterior adición de 10 µM de nifedipina. 
 
 El efecto de la fosforilación de los L-VOCC por proteínas quinasas ha sido  
descrito en algunas situaciones como una consecuencia de la activación de la cascada de 
procesos de señalización dependientes del AMP cíclico (cAMP). Así, varios 
laboratorios han demostrado la regulación de las corrientes de Ca2+ a través de los L-
VOCC por activación de los receptores β-adrenérgicos y la subsiguiente activación de la 
vía del cAMP con posterior activación de la PKA (Bünemann et al., 1999). Por otra 
parte, la fosforilación de estos canales en la treonina 498 (Thr498) de la subunidad β2a 
por la CaMKII ha sido reportado que aumenta la intensidad de la corriente de entrada de 
calcio a través de los L-VOCC (Grueter et al., 2006).  
Por el contrario, nuestros resultados muestran que el inhibidor de la PKC, la 
calfostina C, no tiene un efecto directo sobre la homeostasis del calcio citosólico en las 
CGN en medio MLocke 25. A este respecto debe reseñarse que la modulación de los L-
VOCC por la PKC es un punto controvertido, ya que estudios con inhibidores de PKC 
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en cardiomiocitos y cerebro han demostrado diferentes efectos en la respuesta de estos 
canales (Kamp y Hell, 2000; McHugh et al., 2000), siendo posible que diferentes 
isoformas de PKC tengan efectos opuestos en los L-VOCC. 
Por otra parte, se ha descrito también que la PMCA se inhibe por estas proteínas 
quinasas (Zylinska et al., 1998, Gromadzinska et al., 2001, Baggaley et al., 2007, Brini, 
2009). Debemos recordar que en una sección anterior de esta Tesis Doctoral hemos 
presentado resultados experimentales que indican que la PMCA es el principal sistema 
de extrusión del calcio citosólico en el control de la homeostasis de este ión en las CGN. 
Por tanto, la activación de la PMCA subsiguiente a la inhibición de la PKA y de la 
CaMKII podría también explicar la disminución de la concentración del calcio 
citosólico inducida por los inhibidores H-89 y KN-93. Para cuestionar 
experimentalmente si la disminución del calcio citosólico observada con los inhibidores 
H-89 y KN-93 puede ser atribuible a una activación de la PMCA hemos estudiado si la 
eosina Y, un inhibidor de la PMCA (Slinchenko et al., 1998; Slinchenko et al., 2003), 
bloquea el efecto de H-89 y KN-93. En la gráfica 4.6.3 puede observarse que la 
preincubación de las CGN durante 10 minutos con eosina Y no bloquea la respuesta de 
la ratio 340/380 a los inhibidores de las proteínas quinasas PKA y CaMKII, si bien se 
observa una cierta atenuación de la disminución de la ratio 340/380 en el caso del 
inhibidor de la CaMKII, KN-93 (gráfica 4.6.3).  
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Gráfica 4.6.3 - Cinética de las alteraciones en la concentración de calcio intracelular en las 
CGN mediada por la adición de 20 µM H-89 (A) y 30 µM KN-93 (B) en presencia de 5 µM de 
eosina Y. 
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 Como se ha indicado en una sección anterior de los “Resultados” de esta Tesis 
Doctoral, la elevación de la concentración de potasio en el medio extracelular desde 5 a 
25 mM produce la despolarización parcial de la membrana plasmática de las CGN y la 
activación subsiguiente de los L-VOCC es la responsable de más del 75% de la rápida 
subida de la concentración del calcio citosólico que se registra durante los primeros 2-3 
minutos tras la adición de KCl al medio extracelular (Gutierrez-Martin et al., 2005). Por 
tanto, para confirmar que es la inactivación de los L-VOCC la principal causa de la 
disminución de la concentración del calcio citosólico (disminución de la ratio 340/380) 
producida por H-89 y KN-93 hemos estudiado el efecto de una preincubación breve con 
estos inhibidores sobre la cinética de la subida de la ratio 340/380 tras la adición del 
KCl necesario para aumentar la concentración de potasio hasta 25 mM en el medio 
extracelular. En el diseño de estos experimentos las CGN se han incubado un tiempo de 
60 minutos en MLocke K5 antes de añadir KCl al medio extracelular, que es un tiempo 
suficiente para que las CGN se estabilicen tras la operación del cambio de medio 
efectuado pero muy corto para que puedan progresar significativamente en el proceso 
apoptótico que se induce en estas condiciones. En gráfica 4.6.4 se puede observar que la 
adición de 20 mM de KCl produce en las CGN control (tratadas con el vehículo DMSO 
sin inhibidor) una fuerte subida de los niveles de la ratio 340/380, con una posterior 
cinética de caída en la [Ca2+]i, mientras en la presencia de H-89 o de KN-93 esta subida 
se ve fuertemente atenuada y la cinética de caida posterior (t½ ≤2 minutos) restaura los 
valores de la situación anterior a la adición de KCl (gráfica 4.6.4). Por consiguiente, 
estos resultados refuerzan la hipótesis de que la modulación de los L-VOCC por PKA y 
CaMKII desempeña un papel crítico en la regulación de la homeostasis del calcio 
citosólico en las CGN, permitiendo que la concentración de calcio se mantenga dentro 
del intervalo de valores compatible con la supervivencia de estas neuronas en cultivo.   
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Gráfica 4.6.4 - Cinética de las alteraciones en la concentración de calcio intracelular mediada 
por cambios en la concentración de potasio extracelular de 5 mM a 25 mM en CGN tratadas con 
20 µM H-89 (A) y con 30 µM KN-93 (B). 
 
4.6.1. Determinación de la localización de la PKA y CaMKII en la membrana 
plasmática de las neuronas granulares del cerebelo. 
 
Debido a la alteración de la actividad de los L-VOCC provocada por la presencia 
de inhibidores de la PKA y de la CaMKII hemos decidido identificar la localización de 
estas dos proteínas quinasas en la membrana plasmática de las CGN. Para tal fin se han 
utilizado los fragmentos de membrana preparados a partir de lisados celulares de CGN 
utilizando gradientes de densidad de sacarosa como se ha indicado en el apartado de 
“Materiales y métodos” (sección 3.7.1. y 3.7.2). Los análisis por western blotting de las 
fracciones revelaron que la PKA y la CaMKII están presentes en las fracciones 1-5 (Fig. 
4.6.1) pero su distribución no es predominante en estas fracciones de membrana que 
contienen los marcadores de los rafts lipídicos. La PKA esta más enriquecida en las 
fracciones lipídicas de membrana que no presentan características de raft  (fracciones 6 
a 9) mientras que la CaMKII tiene una distribución más ubicua asociada a todas las 
fracciones de membrana celulares (Fig. 4.6.1).  
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Figura 4.6.1 – Determinación de la localización por western blotting de la PKA y CaMKII en 
las fracciones de membrana plasmática de CGN. La PKA (40 kDa)  y la CaMKII (50 kDa) están 
presentes en todas las fracciones de membrana plasmática de las CGN. Los geles de 
electroforesis se cargaron con la misma cantidad de proteína por fracción. 
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4.7. Efectos de agentes moduladores de la función celular sobre la 
localización de los sistemas redox asociados a rafts lipídicos y sobre la 
homeostasis del calcio citosólico. 
 
4.7.1. La asociación de la nNOS y de la Cb5R a los rafts lipídicos no se debilita por 
estrés oxidativo focalizado en los mismos, ni por disrupción de los microfilamentos 
de actina.   
 
Como hemos indicado previamente la producción de óxido nítrico y de anión 
superóxido en sitios vecinales en la estructura celular es particularmente relevante para 
la generación de peroxinitrito por reacción entre ambas ROS, debido al elevado 
coeficiente de difusión de las mismas y a su alta reactividad con múltiples dianas 
moleculares en el entorno celular. La estabilidad de la asociación de los sistemas redox 
nNOS y Cb5R a los microdominios asociados a los rafts lipídicos es un punto relevante 
para la conceptualización de estos como microdominios focalizados de la membrana 
plasmática para la producción in situ de peroxinitrito. Por tanto, la posibilidad de retro-
regulación por disociación de nNOS o Cb5R de los microdominios requería ser 
cuestionada experimentalmente. Adicionalmente, puesto que asociados a los rafts 
lipídicos se encuentran elementos del citoesqueleto celular, como microfilamentos de 
actina, hemos cuestionado experimentalmente si la integridad de los mismos es un 
requisito para la asociación de nNOS y Cb5R a estos microdominios.    
La apoptosis de las CGN inducida por bajo potasio en el medio extracelular (5 
mM KCl) nos ha servido como modelo celular para simular una situación de estrés 
oxidativo focalizado en los microdominios asociados a los rafts lipídicos en las CGN, 
porque en las primeras horas tras la inducción de la apoptosis se produce una fuerte 
sobreproducción de anión superóxido por desregulación de la Cb5R asociada a estos 
microdominios (Samhan-Arias et al., 2009; Samhan-Arias et al., 2012). Por tanto, para 
alcanzar la máxima situación de estrés oxidativo por peroxinitrito y disrupción de los 
microfilamentos de actina hemos tratado a las CGN en medio con bajo potasio (K5), 
con latrunculina B (LA), que secuestra monómeros de actina a través de la formación 
del complejo 1:1 con la G-actina, causando una despolimerización acentuada en la red 
de actina (Coue et al., 1987; Spector et al., 1989; Wakatsuki et al., 2001),  y con el 
agente liberador de peroxinitrito, SIN-1 (S). En un estudio reciente de nuestro 
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laboratorio (Tiago et al., 2011) hemos demostrado que el tratamiento con latrunculina B 
aplicado en este trabajo a las CGN es altamente eficiente para despolimerizar la actina 
en este cultivo de neuronas. Después de los tratamientos realizados en bajo potasio, en 
presencia de latrunculina B y SIN-1 con las concentraciones indicadas en la leyenda de 
la figura 4.7.1 se han purificado las fracciones de rafts lipídicos (para más detalles 
experimentales ver “Materiales y métodos”, apartados 3.6.1., 3.6.2. y 3.6.3.) y se han 
analizado por SDS-PAGE colocando en cada pocillo del gel la misma cantidad de 
proteína. Una vez desarrollada la electroforesis se han transferido las proteínas para 
visualizar las dos proteínas (nNOS y Cb5R) por western blotting como se indica en los 
“Materiales y métodos” y se han obtenido las imágenes de revelado presentadas en la 
figura 4.7.1. 
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Figura 4.7.1 – Localización de la nNOS (A) y de la Cb5R (B) en los rafts lipídicos en CGNs 
incubadas en un medio con potasio 25 mM (K25), potasio 5 mM (K5) y en celulas tratadas con 
latrunculina B (LA) y SIN-1 (S) durante 1h tal y como se describe en “Materiales y métodos”.  
La nNOS y la Cb5R estan fuertemente enriquecidas en los rafts lipídicos (fracciones 1-5) tras 
los diversos tratamientos. Cada calle de la electroforesis fue cargada con la respectiva fracción y 
con la misma cantidad de proteína. 
 
Los resultados obtenidos demostraron que en las CGN la nNOS y la Cb5R se 
mantienen firmemente asociadas a los rafts lipídicos en las primeras fases de apoptosis 
inducida por bajo potasio en el medio extracelular (MLocke 5), incluso en situaciones 
de disrupción del citoesqueleto de actina por latrunculina B (LA) y en condiciones de 
fuerte estrés oxidativo generado por exposición a peroxinitrito extracelular (SIN-1, S). 
De hecho, los resultados muestran un incremento de 2 veces del nivel de nNOS y 2,5 
veces del nivel de Cb5R presente en los rafts lipídicos preparados de CGN después de 
3h desde el inicio de la apoptosis en K5 con respecto a los preparados a partir de CGN 
en condiciones control no apoptóticas - K25 (Fig. 4.7.1). De manera similar, el 
tratamiento con LA produce un incremento de la nNOS y Cb5R presente en los rafts 
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lipídicos de 2,4 veces y de 2 veces, respectivamente, en situaciones de disrupción del 
citoesqueleto de actina con respecto a los preparados a partir de CGN en condiciones 
control no apoptóticas (Fig. 4.7.1). Sin embargo, en las situaciones de estrés oxidativo 
el cambio de cantidad de proteína en los rafts lipídicos no es relevante (< 1,1 veces) y 
en el caso de la Cb5R estadísticamente poco significativo (p>0,05) con respecto a las 
CGN en condiciones control no apoptóticas (Figura 4.7.1). Por tanto, en conjunto estos 
resultados sugieren que hay un incremento de focalización de estas proteínas en los rafts 
lipídicos en las primeras fases del proceso apoptótico y tras la disrupción de los 
microfilamentos de actina. Además, los resultados demuestran que estas proteínas se 
mantienen firmemente unidas a los rafts lipídicos de las CGN en condiciones de estrés 
oxidativo mediado por peroxinitrito. 
 
4.7.2. La Cb5R está presente en los submicrodominios asociados a los rafts lipídicos 
detectados por FRET en las etapas tempranas de la apoptosis de las CGN inducida 
por bajo potasio en el medio extracelular.  
 
Como se ha demostrado en trabajos previos la Cb5R y las caveolinas co-
localizan dentro de sub-microdominios asociados a rafts lipídicos, a una distancia 
inferior al límite de distancias que permiten una eficiencia de FRET detectable 
experimentalmente utilizando anticuerpos marcados con fluoróforos que forman un par 
donador y aceptor [(Samhan-Arias et al., 2009) y en la sección 4.1.1. de los 
“Resultados” descritos en esta Tesis Doctoral]. Hemos cuestionado experimentalmente 
si esta localización se mantenía en la fase temprana previa a la entrada en la fase 
irreversible de la apoptosis de las CGN inducida por un medio K5. Se han obtenido 
imágenes de microscopia de fluorescencia de CGN marcadas con doble tinción anti-
caveolina-2/Alexa488-IgG y anti-Cb5R/Cy3-IgG. Las imágenes de fluorescencia verde 
y roja fueron obtenidas como se ha indicado previamente en los “Materiales y 
métodos”. En la figura 4.7.2 se observa una extensiva co-localización de los dos 
anticuerpos en la imagen de fusión (merge). Adicionalmente, en los histogramas de 
distribución de píxeles de los somas neuronales en función de su intensidad de 
fluorescencia se observa un desplazamiento de la intensidad de fluorescencia verde 
hacia valores de menor intensidad de fluorescencia en paralelo al desplazamiento hacia 
mayor intensidad de fluorescencia de los píxeles en las imágenes de fluorescencia roja. 
Estos resultados ponen de manifiesto la existencia de FRET entre los dos anticuerpos 
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marcados con los fluoróforos Alexa488-IgG y Cy3-IgG y a partir de los mismos se 
obtiene una disminución del valor promedio por píxel de la fluorescencia verde 
acompañado por un incremento del valor promedio por píxel de la fluorescencia roja en 
las células con doble tinción cuando se comparan con las células teñidas solamente con 
el fluoróforo donador anti-caveolina-2/Alexa488-IgG. Una elevada eficiencia de FRET 
es revelada por (i) una extinción media del 60 ± 10 % de la fluorescencia del fluoróforo 
donador Alexa488 (emisión de fluorescencia verde) y (ii) un incremento de 2,6 veces de 
la relación entre las intensidades promedio por píxel de la fluorescencia roja y verde 
(ratio FR/FV), siendo 0,36 ± 0,11 el valor de la ratio para las CGN teñidas sólo con anti-
caveolina-2/Alexa488-IgG y 0,93 ± 0,18 para las CGN con la doble tinción con anti-
caveolina-2/Alexa488-IgG y anti-Cb5R/Cy3-IgG. Por tanto, este resultado conduce a la 
conclusión de que el Alexa488- y el Cy3-IgG ligados a la caveolina-2 y la Cb5R, 
respectivamente, están separados por una distancia media menor que 10 nm. 
Considerando el tamaño medio de los anticuerpos IgG primarios y secundarios usados, 
estos resultados demuestran que la Cb5R y la caveolina-2 están separados por menos de 
100 nm. 
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Figura 4.7.2 – Colocalización de la caveolina-2 con la Cb5R en condiciones apoptóticas (K5): 
Panel I - Imágenes representativas en pseudo-color de las CGN marcadas con el anti-caveolina-
2 (dilución 1:25)/Alexa488-IgG (dilución 1:100) (Imágenes A-D) o con el anti-caveolina-2 
(diluición1:25)Alexa488-IgG y anti-Cb5R (dilución 1:50)/Cy3-IgG (dilución 1:100) (Imágenes 
E-H). Las imágenes  D y H representan la superposición de las imágenes de contraste de fases 
(CF), con la fluorescencia verde (FV-donador) y con la fluorescencia roja (FR-aceptor). En 
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color naranja se indican las áreas donde existe una elevada eficiencia de FRET. El tiempo de 
exposición utilizado para obtener las imágenes de fluorescencia verde fue de 205,7 ms y para las 
imágenes de fluorescencia roja fue de 243,1 ms.  Panel II – Histogramas de distribución de la 
intensidad de fluorescencia por píxel, de las imágenes analizadas para el par caveolina-2 y 
Cb5R. La fluorescencia verde esta representada en A y la roja en B. 
 
4.7.3. La nNOS se mantiene unida a los submicrodominios asociados a los rafts 
lipídicos detectados por FRET cuando las CGN son expuestas al estrés oxidativo 
generado por el agente liberador de peroxinitrito SIN-1 y no sufre cambios 
significativos en su localización respecto a la Cb5R. 
 
Como se ha demostrado en el apartado 4.2 de los “Resultados” de esta Tesis 
Doctoral, la nNOS y las caveolinas co-localizan dentro de sub-microdominios asociados 
a rafts lipídicos, a una distancia inferior al límite de distancias que permiten una 
eficiencia de FRET detectable experimentalmente utilizando anticuerpos marcados con 
fluoróforos que forman un par donador y aceptor, como también ocurre con la nNOS y 
la Cb5R. En este apartado de los resultados hemos estudiado el efecto de la exposición 
de las CGN a flujos de peroxinitrito generados en el medio extracelular durante la 
descomposición de SIN-1. Tras el tratamiento de las CGN con 0,75 mM de SIN-1 
durante 1 hora a 37 ºC, se han fijado las células y posteriormente se han obtenido 
imágenes de microscopia de fluorescencia verde y roja de las CGN con doble tinción 
con anti-nNOS/Alexa488-IgG y anti-caveolina-1/Cy3-IgG, así como con anti-
nNOS/Alexa488-IgG y anti-caveolina-2/Cy3-IgG y con anti-nNOS/Alexa488-IgG y 
anti-Cb5R (DIA-1)/Cy3-IgG. En las imágenes de fusión (merge) de la figura  4.7.3 se 
observa una extensiva co-localización de los pares de anticuerpos marcados utilizados 
en cada caso y en los histogramas de distribución de píxeles de los somas neuronales en 
función de la intensidad de fluorescencia por píxel se observa el desplazamiento hacia 
menores valores de la intensidad de la fluorescencia del donador (fluorescencia verde) 
en paralelo al incremento de la intensidad de la fluorescencia por píxel en las imágenes 
de fluorescencia roja. Estos resultados demuestran la existencia de FRET entre los pares 
utilizados de los anticuerpos marcados con los fluoróforos fluorescentes Alexa488-IgG 
y Cy3-IgG. Los valores obtenidos a partir de los histogramas para la intensidad 
promedio por píxel confirman una disminución de la fluorescencia verde y un 
incremento de la fluorescencia roja en las células con doble tinción donador/aceptor 
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cuando se comparan con los valores obtenidos para las células teñidas solamente con el 
anti-nNOS/Alexa488-IgG. A partir de estos datos se han calculado los valores promedio 
de eficiencia de FRET entre los diferentes pares donador/aceptor utilizados, 
obteniéndose los siguientes resultados: 16±8% para el par anti-nNOS/Alexa488-IgG y 
anti-caveolina-1/Cy3-IgG, de 55 ± 10% para el par anti-nNOS/Alexa488-IgG y anti-
caveolina-2/Cy3-IgG y de 29±7% para el par anti-nNOS/Alexa488-IgG y anti-
Cb5R/Cy3-IgG (Figura 4.7.4 - panel I).  
Adicionalmente, otro parámetro (el incremento de la ratio FR/FV) muestra claras 
evidencias de la existencia de una eficiencia de FRET significativa en estos casos: desde 
un valor de 0,5 ± 0,1 para las CGN teñidas sólo con anti-nNOS/Alexa488-IgG hasta un 
valor de 1,4 ± 0,7 para las CGN con doble tinción con el anti-nNOS/Alexa488-IgG y 
anti-caveolina-1/Cy3-IgG, 3,1 ± 1,3 para las CGN con doble tinción con anti-
nNOS/Alexa488-IgG y anti-caveolina-2/Cy3-IgG y 2,3 ± 1,1 para las CGN con doble 
tinción con anti-nNOS/Alexa488-IgG y anti-Cb5R/Cy3-IgG (Figura 4.7.4 – panel II). 
Por tanto, estos resultados conducen a la conclusión de que el Alexa488-IgG ligado a la 
nNOS y el Cy3-IgG ligado a las caveolinas y a la Cb5R están separados por una 
distancia media menor que 80 nm. Considerando el tamaño medio de los anticuerpos 
IgG primarios y secundarios usados estos resultados demuestran que la nNOS  y estas 
tres proteínas (caveolina-1, caveolina-2 y Cb5R) están separadas por menos de 80 nm. 
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Figura 4.7.3 – Colocalización de la nNOS con la caveolina-1 (I), caveolina-2 (II) y Cb5R (III) 
tras el tratamiento de 0,75 mM SIN-1 durante 1hora a 37 ºC tal y como se describe en 
“Materiales y métodos”. Imágenes representativas en pseudo-color de las CGN marcadas con el 
anti-nNOS (dilución 1:50)/lexa488-IgG (dilución 1:100) (Imágenes A-D) o con el anti-nNOS 
(dilución 1:50)/Alexa488-IgG (dilución 1:100) y el anti-caveolina-1 y -2 (dilución 1:25)/Cy3-
IgG (dilución 1:100) o anti-Cb5R (dilución 1:50)/Cy3-IgG (dilución 1:100) (Imágenes E-H). Las 
imágenes  D y H representan la superposición de las imágenes de contraste de fases (CF), con la 
fluorescencia verde (FV-donador) y con la fluorescencia roja (FR-aceptor). En color naranja se 
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indican las áreas donde existe una elevada eficiencia de FRET. El tiempo de exposición 
utilizado para obtener las imágenes de fluorescencia verde fue de 0,5 s y para las imágenes de 
fluorescencia roja fue de 0,5 s.  
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Figura 4.7.4 – La nNOS esta a la distancia de FRET con la caveolina-1, caveolina-2 y Cb5R 
tras el tratamiento con 0,75 mM SIN-1. Análisis cuantitativa de las imágenes de fluorescencia. 
Panel I - Eficiencia de FRET entre la nNOS y la caveolina-1, -2 y Cb5R. Panel II - Ratio 
rojo/verde en presencia del donador (anti-nNOS/Alexa488-IgG) y del donador con el aceptor 
(anti-nNOS/Alexa488-IgG y anti- caveolina-1 ó -2 o Cb5R/Cy3-IgG). 
 
Estos resultados son idénticos a los obtenidos en las situaciones control (sin 
tratamiento con SIN-1) (secciones 4.2.1. y 4.2.2. de “Resultados”) lo que demuestra que 
la exposición a un estrés oxidativo mediado por peroxinitrito no promueve la separación 
de estas proteínas de los microdominios asociados a los rafts lipídicos, ni incluso una 
significativa alteración de la posición espacial relativa de estas proteínas en los mismos. 
 
4.7.4. Efecto del SIN-1 y del jasplakinolide en la entrada de calcio a través de los L-
VOCC 
 
El SIN-1, aunque no tenga efecto en la distribución de la nNOS y de la Cb5R en 
los rafts lipídicos (véase el apartado anterior), modula la actividad de los L-VOCC 
como ha sido descrito en un trabajo previo de nuestro laboratorio (Gutierrez-Martin et 
al., 2005). Puesto que en un trabajo más reciente de nuestro laboratorio (Tiago et al., 
2011) se ha demostrado que SIN-1 induce despolimerización parcial de los 
microfilamentos de actina, en esta Tesis Doctoral hemos confirmado esta modulación de 
los canales L-VOCC en una situación control y en presencia de jasplakinolide, una 
droga que produce la estabilización de los microfilamentos de actina. Si bien se ha 
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confirmado la disminución del calcio citosólico inducida por una exposición a SIN-1 de 
corta duración, la preincubación de las CGN durante 30 minutos con 2 µM de 
jasplakinolide atenuó ampliamente el valor inicial de la concentración de calcio 
citosólico y la caída de calcio citosólico inducido por el SIN-1 se redujo cerca del 50 % 
(Fig. 4.7.5 – panel I). De hecho, nuestros resultados mostraron que el tratamiento con el 
jasplakinolide produce una disminución del calcio citosólico (un hecho experimental 
novedoso) que puede ser racionalizada en términos de la inhibición de la entrada de 
calcio a través de los L-VOCC (Fig. 4.7.5 – panel II). Adicionalmente, estos resultados 
sugieren que alteraciones inducidas en el citoesqueleto de actina pueden correlacionarse 
con las alteraciones inducidas por el SIN-1 en la concentración del calcio citosólico en 
las CGN. 
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Figura 4.7.5 – Efecto de SIN-1 y jasplakinolide sobre la concentración de calcio citosólico. 
Panel I – La pre-incubación de las CGN con 2 µM de jasplakinolide atenuó la respuesta 
inducida por SIN-1 sobre la concentración de calcio intracelular. La flecha doble indica la 
adición de SIN-1 al medio en CGNs incubadas en ausencia (circulos) y en presencia (triangulos) 
de jasplakinolide. El registro de las CGNs sin preincubar con jasplakinolide, ni SIN-1, tras 
adicionar nifedipina está representado por los cuadrados. Panel II – Respuesta sobre la 
concentración de calcio citosólico  de las CGNs, tras adicionar 5 µM de jasplakinolide en el 
medio de cultivo.  
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5. Discusión 
Todos los datos presentados en este trabajo experimental subrayan la presencia 
de amplias agrupaciones de los principales sistemas de entrada y salida de calcio de la 
membrana plasmática neuronal, en sub-microdominios asociados a rafts lipídicos con 
un tamaño medio ≤100 nm. Así, estos dominios enriquecidos en proteínas  
transportadoras de calcio son de hecho nanodominios. Estos resultados son consistentes 
con las conclusiones derivadas de estudios funcionales (Berridge, 1998; Berridge et al., 
2000) que han sugerido que los principales sistemas de transporte de calcio están 
compartimentalizados en microdominios proteicos (microdominios de la membrana 
plasmática enriquecidos en proteínas). Considerando las dimensiones moleculares de 
los sistemas de transporte de calcio de la membrana plasmática aquí mencionados, o 
sea, NMDAr y L-VOCC (sistemas de entrada) y PMCA y NCX (sistemas de salida), su 
localización dentro de dominios de tamaño menor que 100 nm en un ambiente lipídico 
rígido (rafts lipídicos) sugiere fuertemente que estos nanodominios operan como una 
estructura de la membrana plasmática con características de microsensor de calcio 
desarrollado para un control ajustado de la excitabilidad neuronal por la señalización del 
calcio. 
Los resultados analizados anteriormente indican la existencia de FRET entre 
anti-L-VOCC/Alexa488-IgG y anti-caveolina -1 o -2/Cy3-IgG, lo cual pone de 
manifiesto que estas proteínas se encuentran dentro de estos microdominios a distancia 
de FRET utilizando anticuerpos marcados. Estos resultados sugieren la posibilidad de 
anclaje de los L-VOCC a los microdominios de rafts lipídicos en las CGN en cultivo a 
través de su unión a complejos de caveolinas, una hipótesis que también se ve apoyada 
por los resultados de inmunoprecipitación, que demuestran que los L-VOCC co-
precipitan con la caveolina-1. En el mismo sentido en los cardiomiocitos ya había sido 
descrito que los L-VOCC están asociados a microdominios de los rafts lipídicos en la 
membrana plasmatica  (O´Connell et al., 2004) y otro estudio ha demostrado la 
presencia de la subunidad α2δ2 de los L-VOCC en los microdominios ricos en 
colesterol de rafts lipídicos en cerebelo (Davies et al., 2006). El trabajo experimental 
presentado en esta Tesis Doctoral subraya que los L-VOCC están asociados a los sub-
microdominios de los rafts lipídicos de la membrana plasmática de las CGN en cultivo, 
apoyando la hipótesis de que ambos tipos de canal L-VOCC, el tipo miocito y el 
neuronal, particionan dentro de los microdominios de los rafts lipídicos en la membrana 
plasmática.  
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Considerando que la entrada de calcio por los L-VOCC y por los NMDAr tiene 
un papel de extrema importancia en el mantenimiento de la concentración de calcio 
citosólico necesaria para la excitabilidad y supervivencia de las neuronas granulares de 
cerebelo maduras (Balazs et al., 1988; Franklin y Johnson, 1992; Gutierrez-Martin et 
al., 2005), la proximidad entre estas dos proteínas puede tener una elevada relevancia 
funcional para las neuronas. La presencia confirmada del NMDAr en estos 
microdominios a través de western blotting, inmunoprecipitación con la caveolina-1 y 
FRET con las dos caveolinas y con la toxina B del cólera es también consistente con 
otros resultados experimentales descritos en la bibliografía (Hering et al., 2003; 
Besshoh et al., 2007; Delínte-Ramirez et al., 2008). Nuestros resultados describen la 
existencia de una localización del NMDAr y del L-VOCC en los sub-microdominios 
asociados a rafts lipídicos y enriquecidos en caveolinas de un tamaño promedio ≤ 100 
nm, esta co-localización ha sido además confirmada con la utilización de la toxina B del 
cólera marcada con sondas fluorescentes. Teniendo en cuenta los tamaños moleculares 
del NMDAr y del L-VOCC, sus localizaciones dentro de dominios de tamaño menor 
que 100 nm en un ambiente lipídico rígido (rafts lipídicos) apoyan fuertemente la 
hipótesis de que estos nanodominios deben ser conceptualizados como microsensores 
de calcio de la membrana plasmática para un rigoroso control de la excitabilidad 
neuronal por señalización dependiente de calcio. Así, en línea con esta hipótesis se 
destaca en esta Tesis Doctoral que la distancia calculada para la separación del NMDAr 
y del L-VOCC dentro de estos nanodominios es ≤40 nm. Como fue anteriormente 
demostrado por Pareck (Parekh, 2008), a esta corta distancia la activación del L-VOCC 
puede elevar transitoriamente la concentración del Ca2+ local próximo al NMDAr hasta 
niveles de 10-100 μM. Como esta concentración de calcio es lo suficientemente elevada 
como para estimular fuertemente la secreción del L-glutamato en la proximidad del 
NMDAr (García-Bereguiain et al., 2008), nuestros resultados sugieren que la activación 
del L-VOCC puede por sí mismo desencadenar la activación de su proteína vecina 
NMDAr en respuesta a bajas concentraciones extracelulares de L-glutamato. Así, esto 
confiere al L-VOCC un papel más relevante en la modulación de la excitabilidad de las 
neuronas glutamatérgicas del normalmente asumido, tanto en la determinación del 
umbral de la excitabilidad neuronal, como en la modulación de la plasticidad sináptica y 
en la activación de las cascadas excitatorias inducidas por el L-glutamato. Debido al 
elevado coeficiente de difusión de los iones de calcio en el citoplasma, 
aproximadamente 300 μm2.s-1 (Parekh, 2008), desde una perspectiva conceptual 
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puramente teórica la localización de los principales sistemas de extrusión del calcio en 
la membrana plasmática a menos de 100 nm de distancia desde los puntos de entrada de 
calcio no es necesaria para el control fino de las concentraciones de estado-estacionario 
del calcio citosólico. Por el contrario, esta localización próxima de los sistemas de 
entrada y salida de calcio es necesaria para generar gradientes de calcio locales, o 
microcompartimentos de ión calcio cerca de la membrana plasmática (Neher, 1998a). 
De hecho, la existencia de estos microcompartimentos ha sido destacada y demostrada 
en este trabajo por las imágenes microscópicas de ratio de fluorescencia de las CGN 
marcadas con  fura-2 AM a tiempos cortos después de la adición de L-glutamato. 
Además, una observación cuidadosa de las imágenes de contraste de fase del campo 
brillante de las CGN después de la adición del L-glutamato reveló la co-localización de 
estos microcompartimentos de elevada concentración de calcio y anomalías de 
birrefringencia en la membrana plasmática de estas neuronas. Estas anomalías de 
birrefringencia están indicando que los microdominios de la membrana plasmática 
tienen lugar en sitios donde hay una distorsión significativa de la estructura 
tridimensional o de la forma de esta membrana, lo que es consistente con la ocurrencia 
de pequeñas protuberancias curvas en la escala de los sub-micrómetros. Las caveolinas, 
así como los principales elementos del citoesqueleto están presentes en estos sub-
microdominios como ha sido demostrado por los resultados presentados en este trabajo 
y en trabajos previos (Samhan-Arias et al., 2009), y estas proteínas son conocidas por 
tener una elevada plasticidad estructural (Head y Insel, 2007; Sonnino y Prinetti, 2009). 
Estos resultados, por tanto, refuerzan la hipótesis de la asociación de estos sub-
microdominios con la malla del citoesqueleto de caveolinas y también con la generación 
transitoria de microcompartimentos con elevadas concentraciones de calcio cerca de la 
membrana plasmática. 
La localización de la PMCA y del NCX cerca de los límites de estos sub-
microdominios no es sólo consistente con los resultados de proximidad obtenidos del 
análisis de los datos de FRET, sino que también es consistente con la necesidad lógica 
de mantener el gradiente de calcio local restringido en un elemento de volumen pequeño 
del citoplasma. De hecho, esto es lo equivalente a introducir una elevada capacidad 
estática para tamponar calcio cerca de la periferia del elemento de volumen del 
microcompartimento en las ecuaciones desarrolladas por Neher (Neher, 1998b), un 
elemento que define el perfil espacial de la señal de Ca2+. El conjunto de resultados 
presentados en el apartado 4.1.5 confirman la asociación de la PMCA con los sub-
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microdominios asociados a los rafts lipídicos de la membrana plasmática de las CGN 
maduras en cultivo, lo que es consistente con resultados obtenidos por otros laboratorios 
utilizando otros modelos experimentales (Sepulveda et al., 2006; Jiang et al., 2007). Por 
otra parte, la menor intensidad de FRET desde el donador anti-PMCA1/4/IgG-Alexa488 
hacia anti-caveolina-1/IgG-Cy3 indica una mayor distancia de separación promedio 
entre PMCA y caveolina-1 con respecto a la que se deriva de los resultados de FRET 
obtenidos con los pares anti-PMCA1/4/caveolina-2 y anti-PMCA1/4/flotillina. 
Adicionalmente, estos resultados resaltan la partición de esta proteína en la malla del 
citoesqueleto asociado a las regiones de los microdominios más enriquecidas en la 
flotillina y en la caveolina-2 que en la caveolina-1, un resultado consistente con el 
hecho experimental de que esta proteína se observa no sólo en las fracciones de rafts 
lipídicos sino también en las demás fracciones de membrana aisladas de las CGN 
(resultado en el apartado 4.1.1), presentando una distribución menos pronunciada en los 
rafts lipídicos. Adicionalmente, la inmunoprecipitación con caveolina-1 apoya de igual 
modo esta interpretación (resultado en el apartado 4.3.3). En el caso del NCX se 
observó una clara distorsión de la distribución Gaussiana de los píxeles en la intensidad 
de fluorescencia roja para el caso del anti-NCX/anti-caveolina-2, marcados 
respectivamente con las sondas donador/aceptor IgG-Alexa488/IgG-Cy3 e indicando 
también la existencia de heterogeneidad en la distribución espacial para estos pares. 
Estos resultados tomados en conjunto con los resultados de distribución en la membrana 
e inmunoprecipitación de esta proteína con la caveolina-1 confirman que el NCX esta 
asociado a los sub-microdominios de los rafts lipídicos en la membrana plasmática 
neuronal de las CGN maduras en cultivo pero no de una manera exclusiva, ya que 
hemos detectado también su presencia en otras fracciones de membrana. Además, los 
resultados indican una partición preferencial de esta proteína en la proximidad de la 
flotillina y de la caveolina-2 en la malla del citoesqueleto. 
El análisis de la distribución de intensidad de píxeles en la fluorescencia verde y 
roja apunta que sólo en el caso de algunos pares donadores/aceptores utilizados en este 
trabajo hay indicaciones de heterogeneidad en la eficiencia de FRET, lo que significa 
que hay subpoblaciones de aceptores a distancias diferentes del donador. Más 
concretamente, la heterogeneidad en la eficiencia de FRET se observa en el caso del 
NMDAr marcado con el IgG fluorescente formando par donador/aceptor con la PMCA 
y el NCX marcados con el IgG fluorescente. Estos resultados pueden ser racionalizados 
en términos de que: (i) hay más de una PMCA o NCX por molécula de NMDAr 
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localizadas a diferentes distancias dentro de estos submicrodominios o (ii) que sólo una 
sub-población de la PMCA o del  NCX de la membrana plasmática están localizadas 
dentro de estos sub-microdominios. La segunda posibilidad es más favorable para el 
NCX, debido a la heterogeneidad en la eficiencia de FRET también observada en el 
análisis de las imágenes de FRET utilizando la caveolina-2 marcada con el IgG como 
aceptor. Por otra parte, para la PMCA la hipótesis más favorable es la de que hay más 
de una molécula de PMCA por NMDAr, una interpretación que es también coherente 
con la heterogeneidad observada en la eficiencia de FRET cuando se utiliza el nNOS 
marcado con el IgG fluorescente como donador y la PMCA marcada con el IgG 
fluorescente como aceptor. Asimismo, los resultados presentados apuntan que la PMCA 
y el NCX deben estar separados por más de 50 nm de los L-VOCC, toda vez que no se 
observó una eficiencia de FRET estadísticamente significativa entre la PMCA y el NCX 
marcados con el IgG fluorescente y el ligando fluorescente del L-VOCC, la ST-bodipy 
dihidropiridina. Además, (1) el NCX esta al menos a una distancia de 80 nm de la 
nNOS, del L-VOCC y de la PMCA y (2) la PMCA esta al menos a 80 nm de distancia 
de la Cb5R y del NCX, ya que la eficiencia de FRET entre estas 2 proteínas marcadas 
con los anticuerpos que completan el par donador/aceptor no fue estadísticamente 
significativa. Por estas razones en el diagrama esquemático de la figura 5.1 – panel I 
(incluido al final de esta sección) hemos incorporado dos localizaciones diferentes para 
la PMCA en estos sub-microdominios.  
En este trabajo debido a la alta sensibilidad de los L-VOCC para la modulación 
por ROS nos cuestionamos en primer lugar si los dos sistemas redox principales, la 
Cb5R y la nNOS, estarían cerca de estos canales tipo L en los microdominios de 
proteínas asociados a los rafts lipídicos. En un trabajo anterior de nuestro laboratorio se 
demostró experimentalmente que la Cb5R es una proteína asociada a los microdominios 
de rafts lipídicos de la membrana plasmática de las CGN en cultivo (Samhan-Arias et 
al., 2009). Posteriormente se confirmó por estudios de “docking” la hipótesis de una 
interacción electrostática directa de la Cb5R con las caveolinas y el posible impacto de 
las caveolinas al nivel de regulación de la Cb5R (Samhan-Arias et al., 2012). Asimismo, 
a través del marcaje de proteínas con anticuerpos fluorescentes se ha confirmado que en 
estos microdominios los canales L-VOCC están dentro de la distancia de FRET con la 
Cb5R, la principal fuente de anión superoxido de la membrana plasmática neuronal. En 
conjunto estos datos sugieren una fuerte asociación de la Cb5R a los microdominios 
proteicos asociados a los rafts lipídicos como se ha demostrado además por la presencia 
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de esta proteína en las fracciones de rafts lipídicos aisladas de membrana plasmática de 
CGN (apartado 4.1.1). También en estas fracciones de rafts lipídicos se observa la 
presencia mayoritaria de la nNOS, y los experimentos de fluorescencia indican la 
existencia de FRET entre anti-nNOS/Alexa488-IgG y anti-caveolina-1/Cy3-IgG, lo cual 
pone de manifiesto que dentro de estos microdominios estas proteínas se encuentran a 
distancia de FRET utilizando anticuerpos marcados. La presencia de la nNOS en los 
submicrodominios de los rafts lipídicos es consistente con los resultados de estudios de 
otros investigadores que apuntan que tanto la nNOS como el NMDAr unen dominios 
PDZ de las proteínas del citoesqueleto neuronal (Brenman y Bredt, 1997; Prybylowski 
et al., 2005) y que la nNOS interacciona con la caveolina-1 (Sato et al., 2004). Puesto 
que la producción de ·NO por parte de la nNOS depende de la concentración de Ca2+ 
libre, EC50 ≈ 0,2-0,4 μM (Bredt y Snyder, 1994), una localización vecina al nivel sub-
celular es la manera mas simple de obtener una rápida activación de esta enzima 
después de la activación del NMDAr y/o del L-VOCC. Adicionalmente, ha sido 
demostrada la inhibición del NMDAr por ·NO y su amplia relevancia para atenuar la 
excitotoxicidad de L-glutamato (Lei et al., 1992). Por tanto, la proximidad de la 
localización entre la nNOS y el NMDAr permite también optimizar la inhibición por 
·NO de la entrada excesiva de Ca2+ por vía del NMDAr, aportando una nueva 
perspectiva en el mecanismo de retrorregulación para prevenir la sobreestimulación de 
la vía de señalización Ca2+/L-glutamato/·NO. Los resultados discutidos previamente en 
relación a la relevancia de los L-VOCC para un ajuste fino de la actividad de los 
NMDAr vecinales, vía estimulación de la secreción focalizada de L-glutamato, otorga 
una nueva dimensión a la proximidad observada entre la nNOS, la Cb5R y los L-VOCC 
como analizamos a continuación. 
La presencia de sistemas redox dentro de estos sub-microdominios capaces de 
generar ROS, como es el caso de la nNOS y la Cb5R, es otro hecho novedoso y 
destacable en los resultados obtenidos. El análisis de proximidad basado en las 
eficiencias de FRET relativas entre diferentes pares donador/aceptor conduce a la 
conclusión de que (i) la nNOS está más cerca del NMDAr que de los L-VOCC y de la 
PMCA, y a una distancia mayor de 80 nm del NCX, o sea a una mayor que la distancia 
límite de FRET cuando se utiliza la doble tinción con anticuerpos, y (ii) la Cb5R está 
más cerca del L-VOCC, y como la eficiencia de FRET no fue estadísticamente 
significativa para el par PMCA/Cb5R se puede concluir que la PMCA esta distante de la 
Cb5R dentro de estos sub-microdominios. Adicionalmente, los resultados demuestran 
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que, utilizando los anticuerpos primarios para la nNOS y para la Cb5R marcados con las 
sondas IgG fluorescentes formando el par donador/aceptor, la nNOS y la Cb5R están 
dentro del límite de la distancia FRET, es decir, separadas por menos de 80 nm. La 
producción del anión superóxido es un evento muy temprano en la apoptosis inducida 
por bajo potasio de los cultivos de CGN in vitro, un evento que tiene un papel crítico en 
el progreso de esta apoptosis neuronal a estadios posteriores que son irreversibles y que 
están asociados a la activación de caspasas (Valencia y Morán, 2001; Martin-Romero et 
al., 2002b; Samhan-Arias et al., 2012). En esta fase temprana de la apoptosis el anión 
superóxido es ampliamente generado en la membrana plasmática debido a la 
desregulación de la Cb5R asociada a la membrana plasmática de las CGN (Samhan-
Arias et al., 2009). Más aun, otros estudios desarrollados en nuestro laboratorio han 
demostrado que en esta primera fase de apoptosis inducida por bajo potasio en el medio 
extracelular hay un incremento de la producción de anión superóxido focalizada en la 
membrana plasmática (Samhan-Arias et al., 2012). Este exceso de producción de anión 
superóxido focalizado en la primera fase de la apoptosis inducida por bajo potasio se 
correlaciona con el incremento en la cantidad de la Cb5R asociada a estas fracciones de 
membrana de microdominios de rafts lipídicos, en las que también se observa una 
presencia incrementada de la nNOS. Puesto que la óxido nítrico sintasa neuronal 
(nNOS) se localiza asociada al citoesqueleto neuronal en las terminales sinápticas 
(Brenman y Bredt, 1997) y la reacción del ·NO con el anión superóxido es una reacción 
controlada por difusión con una constante bimolecular de 6.7 x109 M-1·s-1 (Huie y 
Padmaja, 1993), la sobreestimulación de la producción de anión superóxido por la Cb5R 
en la vecindad de la nNOS conlleva la rápida producción del peroxinitrito.  Por tanto, la 
co-localización de la nNOS y de la Cb5R dentro de estos sub-microdominios 
(demostrada en este trabajo) permite visualizar a estas estructuras como puntos 
focalizados de producción celular de este oxidante tan perjudicial y neurotóxico. De 
hecho, ha sido demostrado por numerosos estudios desarrollados a lo largo de la última 
década que el peroxinitrito es un fuerte oxidante producido en varios tipos de muerte 
celular en cultivos de neuronas in vitro (Ischiropoulos et al., 1995; Trackey et al., 2001; 
Gutierrez-Martin et al., 2005) y también un agente principal en la neurodegeneración 
inducida por estrés oxidativo en isquemia/reperfusión en el cerebro (Iadecola, 1997), 
por inflamación (van der Veen et al., 1997; Bao y Liu, 2002) y en enfermedades 
neurodegenerativas (Beal, 2000; van Damme et al., 2005; Duenas et al., 2006; Lagoa et 
al., 2009; Gutierrez-Merino et al., 2011).  
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Por estas razones, hemos desarrollado estudios complementarios para esclarecer 
el efecto de la exposición de las CGN a concentraciones y flujos controlados de 
peroxinitrito utilizando el compuesto SIN-1, un agente que se descompone 
espontáneamente liberando anión superóxido y ·NO (Kirsch y de Groot, 1999; Martín-
Romero et al., 2004b). El tratamiento de las CGN en cultivo con SIN-1 no demostró 
efecto alguno en la cantidad de Cb5R y de nNOS presentes en estos microdominios 
cuando se comparó con la situación sin tratamiento (control). Tampoco hay diferencias 
en los valores de FRET observados entre estas dos proteínas y entre la nNOS y la 
caveolina-1 o -2 cuando se ha comparado con la intensidad de FRET observado en la 
situación control. Sin embargo, a los niveles de exposición a flujos de peroxinitrito 
generados por SIN-1 utilizados este compuesto altera la homeostasis de calcio vía los L-
VOCC como se ha descrito previamente en Gutierrez-Martin (2005) y adicionalmente 
una pre-incubación con 5 µM jasplakinolide, un agente estabilizador de los 
microfilamentos de actina, atenuó ampliamente el valor inicial de la concentración del 
calcio citosólico y la caída del calcio citosólico inducido por el SIN-1 se redujo cerca 
del 50 %. Los resultados obtenidos para la desregulación de la homeostasis del calcio 
citosólico por jasplakinolide son consistentes con los resultados obtenidos con 
latrunculina-B, que muestran que en las CGN tratadas con esta droga se observa un 
incremento en la cantidad de Cb5R y de nNOS en las fracciones de rafts lipídicos. En 
conjunto, estos resultados apoyan la hipótesis que la disrupción del citoesqueleto de 
actina puede llevar a una desregulación de la actividad de los sistemas de transporte de 
calcio presentes en estos sub-microdominios, pero no a la desestabilización y disrupción 
de estas sub-microestructuras. No obstante, los datos obtenidos hasta la fecha no 
permiten concluir que no se vean alteradas las interacciones proteína-proteína que estos 
sistemas tienen dentro de estos sub-microdominios. A este respecto, debe ser notado 
que ha sido ampliamente demostrado que los principales sistemas de transporte de 
calcio de la membrana plasmática estudiados en este trabajo (NMDAr, L-VOCC, 
PMCA y NCX) son dianas moleculares de las ROS generadas durante el progreso de 
estados neurodegenerativos del cerebro de mayor prevalencia en la sociedad humana 
(Alzheimer, Parkinson, esclerosis lateral amitrófica, isquemia/reperfusión e 
inflamación), revisado en (Gutierrez-Merino, 2008; Hidalgo y Donoso, 2008). Por otra 
parte, una alteración sostenida de la homeostasis del calcio citoplasmático ha sido 
también observada en las etapas más tempranas de la apoptosis neuronal (Franklin y 
142
5. Discusión 
Johnson, 1992; Franklin y Johnson, 1994) y en las enfermedades neurodegenerativas 
(Choi, 1995; Mattson y Chan, 2001; Gutierrez-Merino, 2008; Hidalgo y Donoso, 2008).  
En la figura 5.1 – panel I y II se presentan en forma de un diagrama esquemático 
las principales conclusiones sobre la organización espacial de las proteínas presentes en 
los sub-microdominios de rafts lipídicos derivadas de los resultados de FRET obtenidos 
en este trabajo (resumidos en las tablas 4.1, 4.2 y 4.3), incluyéndolos dentro de una 
protuberancia en base a las anomalías de birrefringencia observadas en estas regiones de 
la membrana plasmática, reseñadas previamente. En este diagrama se ha representado la 
información relativa a la distribución espacial de los principales sistemas de transporte 
de calcio y redox dentro de estos sub-microdominios, incluyendo los casos en los que 
no hemos encontrado una eficiencia de FRET estadísticamente significativa. A este 
respecto, debemos notar que en este trabajo debido al tamaño de las barras de error 
obtenidas en el análisis de resultados sólo se ha considerado demostrada la existencia de 
FRET cuando el porcentaje de eficiencia de FRET fue superior al 10%. Para estos 
casos, considerando el volumen y la geometría de los IgG (Saphire et al., 2001), el valor 
de distancia para 50 % de eficiencia de FRET de los pares donador/aceptor utilizados 
(valores de R0) entre 5 y 6 nm (Haugland, 2005), y el hecho de que la eficiencia de 
FRET es menor del 10% para una distancia de separación de 2·R0 en el caso de un único 
par donador/aceptor (Stryer, 1978; Gutierrez-Merino et al., 1994) y también en el caso 
de una geometría centrada hexagonalmente y altamente empaquetada de múltiples 
aceptores por donador (Gutierrez-Merino, 1981b; Gutierrez- Merino et al., 1994), se 
puede concluir que la ausencia de una eficiencia de FRET estadísticamente significativa 
implica una distancia de separación mayor que 80 nm cuando se utiliza la doble tinción 
con anticuerpos marcados con las sondas que forman pares donador/aceptor y mayor 
que 50 nm cuando sólo una de las proteínas de interés es teñida con el complejo 
anticuerpo primario+secundario fluorescente. El diagrama esquemático de la figura 5.1 
– panel II representa un mapa a 3 dimensiones de baja resolución, donde la elevada 
eficiencia de FRET entre los pares donador/aceptor sugieren que, a pesar de que las 
interacciones lípido/proteína probablemente favorecen la incorporación de estas 
proteínas dentro de los rafts lipídicos, las interacciones proteína-proteína especificas 
deben desempeñar también un importante papel en la formación y estabilización de 
estos sub-microdominios asociados a los rafts lipídicos. Los resultados de 
inmunoprecipitación obtenidos tras solubilización de los rafts lipídicos con MβCD son 
particularmente demostrativos de esta conclusión. Así lo demuestra la 
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inmunoprecipitación de los L-VOCC, del NMDAr, de la PMCA, del NCX y de la 
nNOS con la caveolina-1, además de la inmunoprecipitación del L-VOCC y de la nNOS 
con el NMDAr y de la nNOS con la Cb5R. En conjunto estos resultados ponen de 
manifiesto la existencia de numerosas interacciones estables (fuertes, ya que resisten a 
la deformación estructural que debe causar la extracción del colesterol) entre las 
proteínas presentes en estos sub-microdominios, probablemente formando complejos 
bien definidos y compactos dentro de los mismos. Estas interacciones pueden ser en 
algunos casos interacciones directas proteína-proteína, pero la presencia de una malla de 
caveolinas no nos permite excluir la posibilidad de que cuando la caveolina-1 se une a 
su anticuerpo en la inmunoprecipitación esta proteína co-precipite con las proteínas 
asociadas a al menos una parte de la malla del citoesqueleto de caveolinas donde esta 
incluida. Los resultados obtenidos, por tanto, permiten concluir que las interacciones 
proteína-proteína dentro de estos microdominios no se rompen tras la disrupción de los 
rafts lipídicos por parte de la MβCD, un potente agente secuestrante de colesterol 
ampliamente utilizado para la solubilización de estos microdominios lipídicos. 
La activación de una conductancia típica de 2,6 pS, como las de los L-VOCC, 
puede generar un microdominio de calcio con concentraciones de calcio superiores a 1 
μM que, en presencia de una baja capacidad de tamponar calcio, tiene una dimensión 
efectiva de aproximadamente 100 nm y esta distancia es una función de la capacidad 
tampón en el microentorno alredor del L-VOCC (Parekh, 2008). Así, la dimensión 
alcanzada puede variar desde algunos nm hasta 82 nm en presencia de 0,1 mM del 
quelante de calcio fura-2. Puesto que la conductancia del NMDAr en las CGN es más de 
11 veces superior a la conductancia del L-VOCC, o sea >30 pS (Cull-Candy y Usowicz, 
1987), las ecuaciones derivadas por Neher (Neher, 1998b) permiten concluir que 
después de la activación del NMDAr este gradiente se va extender hasta más de 200 nm 
de distancia desde el poro de entrada del calcio del receptor en el caso de una capacidad 
muy baja para tamponar calcio en estos microdominios. Considerando que el tamaño 
máximo aceptado para los rafts lipídicos es de 200 nm (Pike, 2006), se puede concluir 
que los nano- y sub-microdominios de la membrana plasmática de estructura 
tridimensional ilustrada en el diagrama esquemático de la figura 5.1 – panel II pueden 
ser vistos como microcompartimentos focalizados de calcio.  
A posteriori, el análisis de los sistemas más relevantes en la homeostasis del 
calcio citosólico en neuronas granulares de cerebelo reveló que los L-VOCC son los 
sistemas de entrada que desempeñan un papel crítico para el mantenimiento del nivel de 
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estado estacionario moderadamente elevado de la concentración del calcio citosólico al 
DIV 8. Esta conclusión se ha alcanzado a partir del análisis de los resultados obtenidos 
en las medidas del calcio citosólico en las CGN en presencia de la nifedipina o de la 
nimodipina, dos dihidropiridinas que son bloqueantes específicos de los L-VOCC. La 
referencia al día in vitro (DIV) es muy importante porque con el MK-801, el antagonista 
no competitivo del NMDAr, no se obtuvo ningún efecto significativo sobre la 
concentración del calcio citosólico, probablemente porque en el DIV 8 este receptor 
presenta una composición aún inmadura y funcionalmente inactiva de subunidades 
(Vallano et al., 1996). De los dos sistemas de salida de calcio principales de la 
membrana plasmática, la PMCA y el NCX, nuestros resultados muestran que es el 
primero el que más importancia tiene en el mantenimiento de una concentración baja 
del calcio citosólico, ya que su inhibición produce una subida más fuerte de la [Ca2+]i 
que el bloqueo del NCX, es decir, tiene mayor efecto en la desregulación de la 
homeostasis del calcio citosólico. Por otra parte, la incubación con ácido ciclopiazónico 
no tiene un efecto significativo sobre los valores de [Ca2+]i, lo que indica que la 
contribución de la reserva intracelular de calcio del retículo endoplasmático no parece 
ser muy significativa para el mantenimiento de la homeostasis de la concentración del 
calcio citosólico en las CGN. En conjunto, nuestros resultados permiten alcanzar la 
conclusión de que son los sistemas de transporte de la membrana plasmática los más 
influyentes en el mantenimiento de la homeostasis de la concentración del calcio 
citosólico en estas neuronas. En este modelo celular y en las condiciones de cultivo 
utilizadas en este trabajo, los L-VOCC y la PMCA son los sistemas más relevantes en la 
entrada y salida de este ión, respectivamente. Sin embargo, es la respuesta del NMDAr 
al L-glutamato y consecuentemente la transducción de señal vía calcio la que más se ve 
afectada al DIV10 cuando se rompe con MβCD la integridad de los dominios 
enriquecidos en colesterol de la membrana plasmática. Los L-VOCC también responden 
a la MβCD pero a una concentración de este agente mucho mayor que los NMDAr. 
Estos receptores son mucho más sensibles a este reactivo y con apenas 2,5 mM de 
MβCD se eliminó el incremento de la [Ca2+]i de las neuronas granulares del cerebelo 
inducido por la adición de L-glutamato extracelular. Por otra parte, los resultados de 
intensidad de microscopía de fluorescencia muestran que la intensidad de la señal de los 
L-VOCC monitorizados con ST-Bodipy DHP aumenta tras el tratamiento con la MβCD. 
Este hecho podría ser interpretado como un indicio experimental de mayor agregación 
de los L-VOCC en los sub-microdominios, pero al analizar los resultados de FRET 
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entre el L-VOCC y el NMDAr no se observa una diferencia significativa de la ratio 
roja/verde cuando la comparamos con la situación control (diferencia < 10%), y lo 
mismo ocurre al utilizar el par anti-NMDAr/Alexa488-IgG y la sonda fluorescente ST-
Bodipy DHP. Por todo lo anterior, la hipótesis más razonable para explicar los cambios 
de fluorescencia de los L-VOCC es que al eliminar el colesterol de estos sub-
microdominios el sitio de unión de la dihidropiridina al canal esté más accesible o en un 
entorno modificado que incremente el rendimiento cuántico de la fluorescencia de ST-
Bodipy DHP.  
Cambios en el nivel de fosforilación de los L-VOCC podrían mediar estos 
efectos de la depleción de colesterol, porque ha sido descrito que el colesterol regula la 
fosforilación de los L-VOCC por la PKA (Tsujikawa et al., 2008) y que la regulación de 
eventos de señalización por parte de la PKA mediados por la caveolina-1 puede tener 
una importancia extrema en células con elevada abundancia en caveolas (Razani et al., 
1999). Por tanto, estudiamos el efecto de inhibidores específicos de las proteínas 
quinasas en la entrada de calcio a través de los dos principales sistemas de transporte de 
la membrana plasmática de las CGN analizados en este trabajo, los L-VOCC y NMDAr. 
A pesar de que varios estudios han publicado resultados de modulación por 
fosforilación del receptor NMDA (Leonard y Hell, 1997; Tingley et al., 1997; Grueter 
et al., 2006), en las condiciones experimentales utilizadas en esta Tesis Doctoral no 
hemos encontrado un efecto significativo de los inhibidores específicos de la PKA, de la 
CaMKII y de la PKC en la entrada de calcio a través del NMDAr estimulada por el L-
glutamato. Tampoco en la actividad de la PMCA se ha observado efecto alguno con 
repercusión sobre la homeostasis del calcio citosólico. Sin embargo, hemos observado 
una fuerte  modulación de los L-VOCC por la presencia de inhibidores específicos de la 
PKA y de la CaMKII, mientras que no hemos encontrado efecto por parte de la PKC. 
La PKA y la CaMKII afectan la actividad de los L-VOCC y cuando se añadieron al 
medio los inhibidores de estas dos proteínas quinasas se ha observado una fuerte 
disminución de la entrada de calcio a través de estos canales. Ha sido reportado que la 
PKA fosforila en la Ser478 y Ser479 de la subunidad β2 y que mutaciones en la Ser478 
y 479 de la subunidad β2 eliminan completamente el incremento de corrientes de calcio 
inducidas por la PKA a través de los L-VOCC  (Bünemann et al. 1999). También la 
CaMKII incrementa la entrada de calcio por los L-VOCC, siendo la Thr498 de la 
subunidad β2a su principal diana de fosforilación, si bien la región clave para la 
regulación de los L-VOCC por parte de la CaMKII incluye dominios de las subunidades 
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β1b y β2a (Grueter et al., 2008). Por consiguiente, nuestros resultados son consistentes 
con los datos bibliográficos que han demostrado la importancia de la fosforilación por la 
PKA o por la CaMKII para la actividad del L-VOCC. Por otra parte, nuestros resultados 
demuestran la presencia de los L-VOCC en los rafts lipídicos purificados de las CGN, 
lo que está de acuerdo con los resultados de Grueter et al. (2006) mostrando la co-
localización de la CaMKII con la subunidad β2a del L-VOCC. De hecho, ha sido 
sugerido que esta proximidad tiene un claro sentido funcional ya que la regulación del 
influjo de calcio vía los L-VOCC es controlada por microdominios subcelulares 
específicos y por mecanismos múltiples que permiten la asociación de la CaMKII con 
las subunidades del canal (Grueter et al., 2008), así como de otras proteínas de 
señalización dependientes de Ca2+ como es el caso de la calcineurina (Tandam et al., 
2009; Xu et al., 2010). 
Los resultados y conclusiones derivadas de la distribución de proteínas 
responsables de la homeostasis del calcio neuronal y de la producción de ROS, junto 
con los resultados de la modulación de calcio por diversos agentes apoyan la hipótesis 
de que, en procesos neurodegenerativos, los sub-microdominios asociados a los rafts 
lipídicos de la membrana plasmática pueden tener un papel importante en la alteración 
sostenida de la homeostasis del calcio citoplasmático neuronal vía el anión superóxido, 
el óxido nítrico y un agente fuertemente neurotóxico derivado de los dos anteriores, el 
peroxinitrito. Como una subida sostenida y general del calcio citoplasmático es muy 
nocivo para las neuronas, una estructura tridimensional focalizada en la membrana 
plasmática neuronal para la regulación redox y para la modulación por fosforilación de 
los sistemas de transporte de calcio más relevantes en el control de la homeostasis de 
calcio citoplasmático traería muchas ventajas para un rápido, fino y delicado ajuste de la   
[Ca2+]i en la estrecha ventana que media entre la excitabilidad neuronal y la 
supervivencia. Nótese que debido al papel importante de la respiración mitocondrial en 
la producción de ROS en neuronas y en otras células de mamíferos (Beal, 2000; Lin y 
Beal, 2006; Hamanaka y Chandel, 2010), la vida neuronal se ve fuertemente amenazada 
por una hiperactividad metabólica, como lo ilustra la excitoxicidad del glutamato. Una 
estructura conteniendo los sistemas redox/calcio focalizados en los puntos donde se 
inician las vías de señalización de calcio es probablemente la estrategia mas eficiente 
para garantizar una respuesta modulada y rápida en células como las neuronas que 
tienen que dar respuesta integradora a una enorme cantidad de posibles señales de las 
células vecinas, sin morir por hiperactividad metabólica. Desde esta perspectiva 
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conceptual, cabría esperar que cuanto más alterados estén estos microsensores 
moleculares redox/calcio de la membrana plasmática, más propensas serán las neuronas 
a iniciar procesos neurodegenerativos. Esta es una posibilidad desafiante que emerge de 
este trabajo de Tesis Doctoral y que, en nuestra opinión, merece ser explorada en 
futuros estudios.  
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Figura 5.1 – Diagrama esquemático representando la proximidad relativa, calculada a partir de 
los datos de FRET, del NMDAr, LVOCC, PMCA, NCX, nNOS y Cb5R dentro de los 
submicrodominios asociados a rafts lipídicos. Panel I – Mapa de los límites de los rafts lipídicos 
delineados por un círculo en punteado. Panel II - Vista lateral de una sección simulada de los 
rafts lipídicos incluyendo los componentes moleculares objeto de estudio en esta Tesis 
Doctoral. Los rafts lipídicos se representan a través de un aumento del espesor de la bicapa 
lipídica siendo los lípidos polares componentes de estos y cuya cabeza lipídica está marcada de 
color gris. La zona de la superficie externa de la membrana plasmática más saliente (con 
ramificaciones) representa a los glicolípidos. 
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Conclusiones 
 
1- Se han desarrollado nuevas aproximaciones de análisis y cálculo de la 
eficiencia de FRET en cultivos celulares utilizando anticuerpos marcados con sondas 
fluorescentes que forman pares donador/aceptor. 
 
2- Los principales sistemas de entrada y de salida de calcio de la membrana 
plasmática de CGN maduradas in vitro (L-VOCC, NMDAr, PMCA y NCX) están 
asociados con los sub-microdominios de tipo rafts lipídico enriquecidos en caveolinas y 
están separados entre sí por distancias dentro del intervalo que permite FRET utilizando 
anticuerpos marcados con sondas fluorescentes. La organización de estas proteínas en 
los sub-microdominios, que se deriva de los análisis de las eficiencias de FRET 
realizados en este trabajo, indica que estos sub-microdominios pueden generar 
microcompartimentos dinámicos y transitorios de calcio elevado en las proximidades de 
la membrana plasmática neuronal. Adicionalmente, la alta proximidad entre el L-VOCC 
y el NMDAr (un hecho puesto de manifiesto por primera vez en este trabajo) junto con 
su capacidad para estimular la secreción de L-glutamato elevando localmente la 
concentración del calcio citosólico, nos ha llevado a sugerir una nueva función para los 
L-VOCC, la de ser potenciadores de la activación de los NMDAr vecinales. 
 
3- Los principales sistemas redox asociados a la membrana plasmática neuronal 
(nNOS y Cb5R) están presentes en los sub-microdominios de tipo rafts lipídicos 
enriquecidos en caveolinas y están separados entre sí por distancias dentro del intervalo 
que permite FRET utilizando anticuerpos marcados con sondas fluorescentes. Además 
el tratamiento con agentes oxidantes y desestabilizadores del citoesqueleto de actina no 
altera la presencia de estas dos proteínas en los mismos indicando una fuerte y estable 
asociación de estas proteínas a estos sub-microdominios. 
 
 4- El principal sistema de entrada de calcio para modular la homeostasis de la 
concentración del calcio citosólico en las CGN al DIV 8 es el L-VOCC, pero su 
actividad no se ve afectada por la depleción de colesterol de los rafts lipídicos. Sin 
embargo agentes moduladores de citoesqueleto de actina, agentes oxidantes y la 
actividad de las proteínas quinasas PKA y CaMKII afectan profundamente su función 
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revelando la elevada sensibilidad de estos canales a cambios de microentorno, oxidación 
y fosforilación en las neuronas granulares de cerebelo. Por el contrario la actividad de 
los NMDAr (el sistema de entrada de calcio de mayor potencial excitatorio en estas 
neuronas) no se ve alterada por inhibición de la PKA, PKC y CaMKII, pero son 
extremadamente sensibles a la depleción de colesterol de los rafts lipídicos de la 
membrana plasmática, lo que pone de manifiesto la importancia del microentorno para 
la actividad de esta proteína en las neuronas granulares de cerebelo.  
 
5- La proximidad de los sistemas generadores de ROS con los sistemas de 
transporte de calcio de la membrana plasmática neuronal (a una distancia menor de 80 
nm), así como la elevada sensibilidad de los L-VOCC y de los NMDAr a las ROS y al 
microentorno celular, sugiere que estos sub-microdominios de la membrana plasmática 
tienen un importante papel en la modulación redox de la homeostasis del calcio 
citosólico en neuronas y en su desregulación por estrés oxidativo.   
 
6- La alta proximidad entre L-VOCC, NMDAr y nNOS descrita por primera vez 
en esta Tesis Doctoral permite visualizar un ciclo de amplificación y control cruzado 
calcio/óxido nítrico dentro de estos sub-microdominios. Por un lado, la nNOS se verá 
más fuertemente y rápidamente estimulada al estar expuesta a una concentración de 
calcio en el microentorno superior a la citosólica promedio. Por otro lado, esta 
proximidad potencia la inhibición del NMDAr por el óxido nítrico producido por la 
nNOS, un mecanismo de retroinhibición beneficioso para evitar que se alcance el nivel 
de calcio citosólico que dispara la muerte neuronal por excitotoxicidad.  
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Conclusions 
 
1- New approaches have been developed for analysis and calculation of FRET 
efficiency in cell cultures using antibodies labeled with fluorescent probes forming 
donor/acceptor pairs. 
 
2- The main calcium transport systems for entry and exit of calcium across the 
plasma membrane of mature CGN in vitro (L-VOCC, NMDAR, PMCA and NCX) are 
associated with lipid rafts-like sub-microdomains enriched in caveolins, being separated 
by a distance between them within the range detected by FRET using fluorescent-
labeled antibodies. The organization of these proteins in these sub-microdomains,  
derived from the analysis of FRET efficiencies achieved in this work, suggests that 
these sub-microdomains can generate dynamic and transient high calcium 
microcompartments in the vicinity of the neuronal plasma membrane. Additionally, the 
high proximity between L-VOCC and NMDAr (a fact revealed for the first time in this 
work) along with its ability to stimulate the secretion of L-glutamate by a local increase 
of cytosolic calcium concentration has led us to suggest a new function of L-VOCC, 
namely, to potentiate the activation of vicinal NMDAr’s.  
 
3- The primary redox systems associated with the neuronal plasma membrane 
(nNOS and Cb5R) are present in the sub-microdomains associated with lipid rafts 
enriched in caveolins and are at FRET distance using fluorescent-labeled antibodies 
from each other. In addition, the treatment with oxidizing and actin cytoskeleton 
destabilizing agents do not alter the presence of these two proteins in these domains, 
indicating a strong and stable association of these proteins to these sub-microdomains. 
 
 4- The calcium entry system most relevant for the modulation of the 
homeostasis of cytosolic calcium concentration in CGN at DIV 8 is L-VOCC, but its 
activity is not affected by cholesterol depletion of lipid rafts. However, agents that 
modulate actin cytoskeleton, oxidizing agents and the activity of protein kinases PKA 
and CaMKII largely affect their function revealing the high sensitivity of these channels 
to microenvironmental changes, oxidation and phosphorylation in CGN. By contrast, 
the NMDAr activity (the calcium entry system of higher excitatory potential for these 
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neurons) is not altered by inhibition of PKA, PKC and CaMKII, but they are extremely 
sensitive to the depletion of cholesterol from lipid rafts of the plasma membrane, 
pointing out the importance of the microenvironment for the activity of this protein in 
CGN. 
 
5- The proximity of ROS-generating systems with calcium transport systems in 
the neuronal plasma membrane (at less than 80 nm distance), as well as the high 
sensitivity of the L-VOCC and NMDAr to ROS and the cellular microenvironment, 
suggests that these plasma membrane sub-microdomains have an important role in the 
redox modulation of cytosolic calcium homeostasis in neurons and on their deregulation 
by oxidative stress. 
 
6- The high proximity between L-VOCC, NMDAr and nNOS described for the 
first time in this Ph. D. work unravels a cycle of amplification and cross-control of 
calcium/nitric oxide within these sub-microdomains. On the one hand, nNOS will be 
strongly and quickly stimulated as it is exposed in this microenvironment to a 
concentration of calcium higher than the cytosolic average calcium concentration. On 
the other hand, this proximity potenciates the NMDAr inhibition by nitric oxide 
produced by nNOS, a beneficial feedback-inhibition mechanism to avoid reaching the 
level of cytosolic calcium that triggers a excitotoxic neuronal death. 
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